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Diachasmimorpha longicaudata Ashmead (Hymenoptera: Braconidae) es un endoparasitoide 
solitario de estadios larvales de moscas de la fruta perteneciente a la familia Tephritidae. Es 
criado a nivel masivo en bioplantas y utilizado en diversas partes del mundo para las estrategias 
de control biológico (CB) principalmente de dípteros de importancia económica de los géneros 
Ceratitis, Anastrepha y Bactrocera. Actualmente, se estudia su implementación en nuestro país 
para el control de Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae). Se cuenta con una vasta 
cantidad de información acerca de su biología general, fisiología, comportamiento y condiciones 
de cría artificial. Recientemente se han descripto aspectos genéticos y citogenéticos que 
permiten profundizar los conocimientos respecto a sus procesos fisiológicos. Este parasitoide 
posee un ciclo de vida haplodiploide (machos haploides, hembras diploides) y la determinación 
sexual está gobernada por el mecanismo de alelos complementarios CSD (de las siglas en inglés 
“Complementary sex determination”) con al menos dos loci involucrados en las vías tempranas 
de este complejo mecanismo, aunque aún son escasos los conocimientos que se poseen acerca 
de sus bases genéticas. Estos conocimientos tienen un impacto potencial relevante tanto sobre 
el diseño de estrategias de mejoramiento de la productividad y calidad de las crías artificiales 
como sobre la implementación del CB basado en D. longicaudata en el campo.  
A fin de aportar información genética para mejorar las condiciones artificiales de cría de D. 
longicaudata y profundizar el conocimiento sobre aspectos moleculares de mecanismos de 
relevancia para la aplicación del CB en nuestro país, este trabajo de tesis se centró en el estudio 
de las bases moleculares del sistema de determinación del sexo en esta especie. Se tomaron dos 
aproximaciones,  una aproximación indirecta, caracterizando regiones genómicas a partir del 
conocimiento de genes involucrados en la determinación del sexo en especies relacionadas y 
una aproximación directa mediante el análisis de regiones codificantes específicas a través de la 
secuenciación del transcriptoma de la especie y el análisis comparativo descriptivo de expresión 
entre machos y hembras del parasitoide. A partir de esta última aproximación, se generó una 
cantidad masiva de datos de alta calidad, que permitieron conocer una alta proporción de las 
secuencias expresadas en D. longicaudata. Mediante una búsqueda por homología de secuencia 
a partir de nuestra base de datos, se ha logrado identificar transcriptos homólogos a dos de las 
llaves involucradas en la determinación del sexo: el regulador transcripcional 
feminizer/transformer y el efector que se encarga de regular genes que determinarán caracteres 
sexuales secundarios, doublesex. Se validaron a posteriori los resultados por medio de la técnica 
de RT-qPCR y se analizó la expresión diferencial de las variantes de fem y dsx entre machos y 
hembras; encontrando que existen dos variantes del transcripto homólogo a fem que se 
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expresan diferencialmente entre sexos. Paralelamente, la tecnología de secuenciación masiva 
posibilitó la identificación y caracterización in sílico de 7000 marcadores moleculares potenciales 
(SSR y SNP) estableciendo la utilidad de 1106 marcadores microsatélites disponibles para 
estudios genético-poblacionales para caracterizar la variabilidad genética de poblaciones 
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Este proyecto enmarca el estudio a nivel genético y molecular de Diachasmimorpha 
longicaudata (Hymenoptera: Braconidae) el controlador biológico más utilizado en estrategias 
de control de bajo impacto ambiental de moscas plaga de la fruta de la familia Tephritidae. Este 
trabajo busca profundizar el conocimiento sobre las bases moleculares de la determinación del 
sexo, así como también generar herramientas para el análisis de la variabilidad genética en la 
cría artificial del parasitoide con la finalidad de aportar información que contribuya a mejorar el 
rendimiento y asegurar la calidad genética de los insectos producidos, aportando así 
herramientas de utilidad para el desarrollo de la estrategia de control biológico de moscas de 




1. Caracterización de genes involucrados en el mecanismo de determinación del sexo en 
Diachasmimorpha longicaudata. 
1. a. Caracterización de genes involucrados en la determinación del sexo por medio de 
la búsqueda de homología con especies relacionadas.  
1. b. Búsqueda de genes involucrados en la determinación del sexo a partir de la 
caracterización del transcriptoma de D. longicaudata.   
1. c. Caracterización de los perfiles de expresión entre sexos. Expresión de feminizer y 
doublesex.  
 
2. Desarrollo de potenciales marcadores moleculares específicos para D. longicaudata 
para el establecimiento de parámetros de calidad genética en la cría experimental de D. 
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1. El orden Hymenoptera 
1.1. Taxonomía del orden Hymenoptera 
El orden Hymenoptera comprende aproximadamente el 10% de la diversidad de especies del 
planeta y es considerado uno de los cuatro órdenes megadiversos de insectos junto a 
Coleoptera, Diptera y Lepidoptera (Whitfield, 1998). Presenta entre 115.000 y 199.000 especies  
distribuidas entre 79  y 99  familias (Goulet and Huber, 1993; Hanson and Gauld, 1995; 
Fernández and Sharkey, 2006). La familia más numerosa dentro del orden es la Icheumonidae 
que contiene una cantidad de miembros que superan en número a todas las especies conocidas 
de aves y mamíferos.  
Los himenópteros poseen un rol fundamental en los ecosistemas debido a sus diversas funciones 
e interacciones con otros seres vivos y a sus implicancias ecológicas y económicas, por este 
motivo es vital su conservación y estudio. La composición del orden es muy diversa, contando 
entre sus miembros especies perjudiciales o plaga como las hormigas; polinizadores de gran 
importancia como abejas y abejorros; y especies con potencial para aplicaciones biotecnológicas 
como son los controladores biológicos (parasitoides)(Wilson, 1987; LaSalle and Gauld, 1993) .     
Las principales características de este orden comprenden un ciclo de vida holometábolo (huevo-
larva-pupa-adulto), dos pares de alas membranosas transparentes, un aparato bucal de tipo 
masticador, la presencia de un ovipositor típico y homologo al de los insectos más primitivos y 
una diferenciación de regiones de cuerpo o tagmas particular, lo que dificulta relacionarlos 
claramente con el resto de los órdenes de holometábolos. En cuanto a su forma de vida, existen 
muchas diferencias dentro del grupo, encontrándose tanto especies parásitas como de vida libre 
(Huber, 2009). 
Las especies de Hymenoptera se dividen en dos subórdenes: Symphyta y Apocrita. Los apócritos 
se subdividen a su vez en dos grupos, Acuelata y Parasítica. Mientras que dentro del grupo 
Acuelata pueden incluirse las hormigas, abejas y avispas (el ovipositor de la hembra se 
transforma en un aguijón), los himenópteros que pertenecen al grupo Parasítica tienen una 
forma de vida parásita durante sus estadios inmaduros y son adultos de vida libre. Este tipo de 
himenópteros se denominan parasitoides y el término responde a que en su mayoría el ciclo de 
vida implica la muerte del hospedador. Usualmente tienen un tamaño similar a su hospedador 
y pertenecen al mismo taxón (Martínez, 2009). 
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Los parasitoides pertenecientes al orden Hymenoptera pueden clasificarse en: ecto o 
endoparasitoides; idiobiontes o koinobiontes; solitarios o gregrarios y de huevo, larva, pupa o 
adulto según sus interacciones con el hospedador y con otros parasitoides. Las formas 
ectoparasíticas se desarrollan alimentándose de los tejidos del hospedador desde el exterior; 
los endoparasitoides, en cambio, se alimentan del tejido del hospedador desde el interior del 
mismo. Estas categorías, sin embargo, no son absolutas, pudiendo un mismo parasitoide iniciar 
su ciclo de vida como endoparasitoide y continuar alimentándose el hospedador una vez 
emergido (Debach and Rosen, 1991).La clasificación en idiobiontes y koinobiontes se refiere al 
efecto del ciclo de vida del parasitoide sobre el hospedador. Los idiobiontes suelen ser 
ectoparasitoides e inyectan un veneno en el hospedador en el momento de la oviposición que 
afecta significativamente su desarrollo. Los parasitoides koinobiontes no inyectan veneno y se 
alimentan y desarrollan en paralelo con su hospedador, el que morirá cuando éste haya 
consumido masivamente sus órganos internos (DeBach and Rosen, 1991). Los parasitoides 
solitarios se desarrollan individualmente dentro del hospedador y los parasitoides gregarios 
pueden desarrollarse en grupo dentro del mismo hospedador (Martínez, 2009).  Algunos grupos 
son muy uniformes con respecto al estadio del hospedador atacado. En general, hay pocos 
parasitoides del estado adulto de hospederos holometábolos, en cambio, son muy comunes los 
parasitoides de larvas (Hanson and Gauld, 1995). 
Dentro del grupo Parasítica se incluyen las superfamilias Ceraphronoidea, Chalcidoidea, 
Cynipoidea, Evanioidea, Ichneumonoidea, Megalyroidea, Mymarommatoidea (a veces incluida 
en Serphitoidea), Platygastroidea, Proctotrupoidea, Serphitoidea (fósil), Stephanoidea y 
Trigonaloidea. De particular interés para la presente Tesis Doctoral, es la superfamilia 
Ichneumonoidea, que incluye sólo dos familias: Ichneumonidae y Braconidae. En esta última 
superfamilia se han descripto más de 80.000 especies, siendo la gran mayoría controladores 
biológicos de especies de insectos plaga. En muchas de estas especies de parasitoides se ha 
descripto la presencia de un polyADNvirus posiblemente involucrado en la represión del sistema 
inmunitario del hospedador facilitando la oviposición exitosa (Lawrence, 2005a, 2005b). La 
familia Braconidae es la segunda en cuanto a diversidad específica dentro del orden 
Hymenoptera (Shaw, 1995) y puede distinguirse por la siguiente combinación de caracteres 
morfológicos: ala anterior con la vena 2m-cu (segunda vena recurrente) ausente, por lo que la 
segunda celda discal se encuentra abierta; tergos II y III del metasoma fusionados; el ala anterior 
con la vena Rs+M generalmente presente, separando la primera celda submarginal de la primera 
celda discal; el ala posterior con la vena 1r-m basal respecto a la separación de las venas R1 y Rs 
(Martínez, 2009). 




1.2. Importancia de los himenópteros parasíticos 
Las especies comprendidas en el orden Hymenoptera, grupo Parasítica modifican 
indirectamente la estructura del ecosistema al afectar el tamaño poblacional de ciertas especies 
de insectos herbívoros, es decir,  poseen el rol de controladores biológicos en los ecosistemas 
(Lasalle and Gauld, 1991). Las implicancias económicas que se desprenden directamente son 
muy amplias, ya que existen muchas especies de insectos fitófagos que afectan cultivos de 
interés económico y generan anualmente pérdidas millonarias (Suarez et al., 2014). En este 
sentido, y utilizando la función biológica de estas especies, este grupo de insectos himenópteros 
se cría en forma masiva y se libera al campo como parte de programas de control integrado de 
plagas de bajo impacto ambiental, en conjunto con otras medidas biológicas, biotecnológicas, 
químicas y comportamentales a fin de minimizar el empleo de insecticidas para el control de 
poblaciones plaga. El método que incluye la liberación de enemigos naturales como 
parasitoides, predadores, patógenos, antagonistas o competidores de una plaga, se denomina 
Control Biológico (CB) y tiene como finalidad suprimir y/o reducir su tamaño poblacional por 
debajo del umbral de daño económico (Ovruski and Schliserman, 2012; Suarez et al., 2014). 
Otro factor de importancia a tener en cuenta cuando se habla de los himenópteros bracónidos 
particularmente, es que tienen una potencial aplicación como bioindicadores por la relación que 
establecen con su hospedador. Esta particularidad permitiría estimar el tamaño de las 
poblaciones de insectos fitófagos siempre teniendo en cuenta el conocimiento y estabilidad de 
la taxonomía del grupo y  la comprensión de la biología e historia de vida de los organismos 
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2. Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) 
(Hymenoptera: Braconidae) 
2.1. Biología general de la especie 
Diachasmimorpha longicaudata es un endoparasitoide koinobionte solitario de moscas plaga de 
la fruta. Esta especie es nativa de la región indomalaya (Bess, 1961; Clausen et al., 1965). Las 
hembras adultas depositan sus huevos en estadios larvales tardíos de moscas de los frutos de 
los géneros Bactrocera (Macquart), Anastrepha (Schiner) y Ceratitis (Macleay) (Diptera, 
Tephritidae), aunque algunos estudios indican que pueden desarrollarse ocasionalmente en 
larvas de otros dípteros (Terán López, 1983).  
 
Figura 1. Hembra adulta de D. longicaudata sobre sustrato artificial de oviposición.  
El ciclo de vida de D. longicaudata se inicia en el estado de huevo y consta de  tres estadios 
larvarios, pupa y adulto (Carabajal Paladino et al., 2010). Desde el huevo hasta la pupa se 
desarrolla en el interior del hospedador y el adulto es de vida libre (Greany et al., 1976; 
Pemberton, CE; Willard, 1918). La duración de cada uno de los estadios es altamente 
dependiente de las condiciones ambientales durante el desarrollo, así como la edad de las larvas 
del hospedador (Lawrence et al., 1976). En condiciones de laboratorio con temperaturas de 25 
± 1 °C, humedad de 50 - 70 % y fotoperíodos de 12:12 horas luz/oscuridad, la emergencia de los 
individuos adultos macho se produce alrededor de 15 días después de la oviposición, mientras 
que las hembras emergen 24 a 48 horas después (Carabajal Paladino et al., 2010). 
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Al ser un parasitoide solitario, de cada larva parasitada emerge un solo parasitoide adulto 
originado de un único huevo depositado. Existen evidencias de superparisitismo (presencia de 
más de un estadio inmaduro del parasitoide por hospedador) en condiciones de laboratorio con 
emergencia de un único parasitoide adulto (Devescovi, 2015; Greany et al., 1976). Luego de la 
emergencia, de manera inmediata se produce la cópula breve, con una duración de escasos 
segundos, la hembra puede copular con más de un macho a lo largo de su vida (Hagen, 1953; 
Martinez, 1992). Si bien la oviposición puede ocurrir inmediatamente después de la emergencia 
de los parasitoides adultos, es más frecuente que ocurra a partir de los nueve días posterior a la 
misma (Vargas et al., 2002; Viscarret et al., 2006b). 
La atracción del parasitoide hacia los hospedadores se produce por varios mecanismos: 
detección de compuestos volátiles (como acetaldehídos) emitidos por las frutas en 
descomposición y generados por acción de las larvas del hospedador; daño externo de los frutos; 
vibraciones producidas por las larvas del hospedador en el interior de las frutas y sonidos que 
esta realiza durante su alimentación (Greany et al., 1977; Lawrence, 1981; Segura et al., 2012). 
El parasitoide logra localizar la larva en el interior de la fruta a través de sus antenas y los 
mecanorreceptores ubicados en los tarsos de las patas anteriores (Leyva et al., 1988) y en el 
ovipositor (Devescovi, 2015). El parasitoide realiza pruebas con el ovipositor para evaluar el 
estado fisiológico (censando la composición de hormonas en la hemolinfa) y tamaño de la larva 
del hospedador (Martínez, 1989). Estas pruebas también le indican a la hembra si la larva de 
hospedador ha sido parasitada o no (Lawrence, 1982).   
2.2. D. longicaudata como agente de control biológico 
D. longicaudata tiene relevancia económica por ser ampliamente utilizado como parte integral 
de programas de Control Biológico de moscas plaga de la fruta de la familia Tephritidae que 
causan importantes pérdidas económicas anualmente (Guillén and Sánchez, 2007). La cría 
artificial de este parasitoide es relativamente sencilla. Respecto a las condiciones de campo, 
posee gran habilidad para adaptarse a los ecosistemas en donde es liberado y posee un amplio 
rango de hospedadores, estas características hacen que sea un excelente candidato para llevar 
a cabo el CB (Marucci and Clancy, 1950). Esta especie de parasitoide ha demostrado hospedarse 
eficientemente en Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) así como en 
Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) tanto en regiones tropicales (Cancino et 
al., 1995; Sivinski, 1996) como en ambientes áridos (Greany et al., 1976). Adicionalmente, en 
Hawaii (Purcell, 1998; Vargas et al., 2012) y México (González et al., 2007; Montoya et al., 2007, 
2012) se han desarrollado protocolos para la cría masiva con la finalidad de realizar liberaciones 
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aumentativas del parasitoide que han sido implementados con éxito (Schliserman et al., 2003a; 
Suarez et al., 2014).  
 
Figura 2. Ciclo de vida de D. longicaudata en condiciones de laboratorio. Se indica con flechas 
azules el ciclo de vida de C. capitata y con flechas rojas el ciclo de vida de D. longicaudata.  
 
2.3. D. longicaudata en Argentina 
En nuestro país, la utilización de este parasitoide podría ser útil en áreas donde C. capitata y A. 
fraterculus  están presentes, situación que ocurre en las regiones citrícolas del Norte y Centro 
de la Argentina, particularmente Jujuy, Salta, Tucumán y Catamarca (Suarez et al., 2014) Cuyo y 
Noreste argentino, particularmente Entre Ríos ( Segura et al., 2006; Guillén and Sánchez, 2007b; 
Liendo et al., 2012).  
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En Argentina, la primera liberación de D. longicaudata fue documentada en 1960, aunque las 
sucesivas liberaciones a campo no fueron evaluadas de manera adecuada (Ovruski and Fidalgo, 
1994). En 1961 el Ministerio de Agricultura y Ganadería junto con el Instituto Nacional de 
Tecnología Agropecuaria (INTA) introdujeron a D. longicaudata desde México. Una cantidad de 
100.000 individuos fue liberada en el noreste de las provincias de Misiones (Montecarlo) y Entre 
Ríos (Concordia) y en el noroeste de las provincias de Tucumán (San Miguel de Tucumán) y Jujuy 
(Calilegua). También algunos ejemplares fueron liberados en el centro del país, en Córdoba (Cruz 
del Eje y Yacanto) (Turica, 1968). Nuevas liberaciones fueron realizadas en Tucumán en 1977 y 
1986 (Ovruski and Fidalgo, 1994). A principios de septiembre del año 1999 fue nuevamente 
introducido a fin de reanudar el empleo de enemigos naturales contra C. capitata y A. 
fraterculus. Desde ese momento hasta el presente, esta especie parasitoide está siendo criada 
a nivel semimasivo en la Planta Piloto de Procesos Industriales Microbiológicos (PROIMI) de San 
Miguel de Tucumán (provincia de Tucumán, Argentina) y a nivel experimental en el Instituto de 
Genética “Ewald A. Favret” (IGEAF), INTA Castelar (provincia de Buenos Aires, Argentina) 
(Ovruski et al., 2003a; Viscarret et al., 2006a, 2006b). En esa oportunidad el parasitoide se 
introdujo en nuestro país a través de un subsidio del Fondo Nacional de Ciencia y Tecnología 
(FONCyT, Argentina) desde el Complejo Bioindustrial MOSCAMED-MOSCAFRUT (Metapa de 
Domínguez, Chiapas, México) (SENASA, Expte. n° 14054/98). Recientemente se han llevado a 
cabo liberaciones del parasitoide en la provincia de San Juan y Mendoza, en el marco del ProCEM 
que incluye a D. longicaudata en adición a la TIE y el control por medios químicos (Suarez et al., 
2014). 
Relevamientos acerca de la presencia de parasitoides de moscas de la fruta han arrojado la 
presencia de especímenes de D. longicaudata en marzo de 2000, febrero y marzo de 2001 y abril 
de 2002 en la localidad de Montecarlo (Misiones, Argentina). Si bien se han recuperado pocos 
individuos, se puede decir que el parasitoide se ha establecido con éxito, al menos en una 
provincia argentina (alrededor de 1 % de parasitismo) (Schliserman et al., 2003b). 
2.4. Genética de D. longicaudata 
Particularmente para D. longicaudata se ha generado en los últimos años una vasta cantidad de 
información acerca de su biología, comportamiento, fisiología y se han comenzado a explorar 
aspectos de su genética (Kitthawee, 2000; Tejangkura et al., 2004; Paranhos et al., 2008; Stuhl 
et al., 2011; Julsirikul et al., 2014). Asimismo, se han hecho avances recientes en la 
caracterización taxonómica de la especie, definiéndola en realidad como un complejo de 
especies crípticas (Kitthawee and Dujardin, 2009). Este hecho es de importancia a la hora de 
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analizar su comportamiento a campo ya que podrían existir diferencias de performance que 
deben ser consideradas en las estrategias de control biológico implementadas en regiones con 
poblaciones naturales de este parasitoide.  
Son de particular interés los conocimientos generados recientemente en genética y 
citogenética, que han permitido la caracterización de los estadios del desarrollo (Carabajal 
Paladino et al., 2010) y del cariotipo del parasitoide (Carabajal Paladino et al., 2013). Aún más 
recientemente se ha incluido a D. longicaudata entre las más de 60 especies de himenópteros 
que presentan determinación sexual por medio del sistema de alelos complementarios con al 
menos dos loci involucrados (Carabajal Paladino et al., 2015).
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3. Determinación del sexo 
La determinación del sexo es una parte integral de la reproducción y forma parte de un proceso 
esencial para la evolución y enriquecimiento del genoma. Por estos motivos se trata de un tema 
que ha sido y es objeto de estudio y foco de interés para todas las especies que conforman el 
reino animal. La mayoría de los organismos eucariotas se reproducen sexualmente para producir 
una descendencia genéticamente diversa (Figura 3) (Bachtrog et al., 2014). Las diferencias 
fisiológicas, morfologías y comportamentales observadas entre machos y hembras son el 
resultado de la integración de dos procesos: la determinación del sexo y la diferenciación sexual 
(Normark, 2003). 
La determinación del sexo comprende el conjunto de factores y mecanismos genéticos que 
definen el carácter sexo de un individuo (Lacadena, 1988). De este modo, la determinación del 
sexo se refiere al programa de desarrollo de un individuo que lo compromete hacia el camino 
femenino o masculino (Sánchez, 2008). Desde los insectos hasta los mamíferos aún existen 
numerosas incógnitas de los múltiples mecanismos empleados para llevar a cabo la 
determinación sexual. En el reino animal, a partir del estudio de varios organismos modelo, los 
diferentes datos obtenidos sugieren que la regulación molecular de dichos mecanismos se 
encuentra sujeta a una de las siguientes categorías:  
a. Acción ambiental sobre el embrión en un momento crucial del desarrollo: 
Principalmente se refiere a la variación de la temperatura en momentos determinados 
del desarrollo (períodos termosensibles) y se observa mayoritariamente en peces y 
reptiles (Vitková, 2007). 
b. Acción de la genética: Se considera así cuando el regulador central en la cascada de 
eventos que desencadenan la determinación del fenotipo sexual es al menos un gen 
específico. Este tipo de mecanismo es característico de algunas especies animales, 
incluyendo a los invertebrados y anfibios (Vitková, 2007). 
c. Presencia de cromosomas sexuales diferentes: El par sexual idéntico puede estar 
presente en ambos, machos (pájaros) y hembras (mamíferos), y el gen determinante 
puede ser bien conocido (como el SRY de los mamíferos) o sospechado.  
Para esta tesis será de particular interés la determinación del sexo por acción de la genética, en 
donde uno o más genes son los responsables de la regulación que decidirá el destino de un 
cigoto independientemente de las condiciones ambientales. Estos genes se denominan de 
determinación del sexo y serán los responsables de la regulación de aquellos que se denominan 
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de diferenciación del sexo, encargados de dar origen a la formación de estructuras sexualmente 
dimórficas que caracterizan a la hembra y al macho adultos (Sánchez, 2008). 
 
Figura 3.Diversidad de los sistemas de determinación sexual incluyendo representantes de las 
diferentes ramas (Bachtrog et al., 2014).  
 
3.1. Determinación del sexo en insectos 
Los mecanismos de determinación del sexo pueden ser muy variables entre especies 
cercanamente relacionadas a nivel filogenético. Aparentemente, el mismo mecanismo puede 
estar regulado por diferentes genes, sugiriendo un sistema de rápida evolución (Hasselmann et 
al., 2008; Gempe, T; Beye, 2011; Bopp et al., 2014). En insectos, las vías de determinación del 
sexo se componen de una cascada génica que es altamente variable en la parte superior, pero 
comparten un bloque conservado que incluye un regulador binario común, el gen transformer 
(tra), y al menos, un ejecutor común en la parte inferior, el gen doblesexo (dsx) (Bopp et al., 
2014; Geuverink and Beukeboom, 2014). Una señal primaria inicia una de las dos rutas 
alternativas en la cascada de señalización que conducirá al “splicing” alternativo del ARNm del 
gen doublesex (dsx) que será sexo-específico y del gen sex lethal (slx) que controla la 
diferenciación sexual (Bopp et al., 2014) ver detalles en Figura 4.  
 
3.2. Determinación del sexo en Hymenoptera (antecedentes 
principales en A. mellifera y N. vitripennis) 
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En himenópteros, se han propuesto varios modelos que permiten describir las vías de 
determinación del sexo, sin embargo, estudios funcionales de los genes involucrados sólo se han 
llevado a cabo para algunas especies. El modelo más estudiado es el insecto social Apis mellifera 
L. (Hymenoptera: Apidae), la abeja melífera/doméstica, que presenta un sistema de 
determinación sexual denominado de alelos complementarios de un único locus (sl-CSD) (Beye 
et al., 2003). El desarrollo diferencial correspondiente a cada sexo bajo este sistema depende de 
la composición alélica de un único locus sexual. Los individuos heterocigotas para el locus de 
determinación sexual complementario (csd) se convierten en hembras y los hemicigotas o 
homocigotas se convierten en machos (Beye, 2004). La combinación heteroalélica de CSD activa 
el factor de “splicing” alternativo transformer (tra), denominado feminizer (fem) en el modelo 
de A. mellifera, que regula el “splicing” alternativo del pre-ARNm de dsx en los individuos que 
desarrollarán en hembras. En los homocigotas en cambio, no existe una variante funcional para 
la proteína TRA/FEM debido al “splicing” diferencial en aquellos individuos que desarrollaran en 
machos (Beye, 2004; Gempe, T; Beye, 2011). Otra especie que ha sido recientemente estudiada 
en profundidad es el parasitoide gregario Nasonia vitripennis Walker (Hymenoptera: 
Pteromalidae). Nasonia spp. posee un sistema de determinación del sexo descripto como el 
efecto materno de “imprinting” genómico (MEGISD). En este caso, la forma femenina específica  
de Nvtra (designación del gen transformer en N. vitripennis) depende de un círculo 
autorregulatorio, donde es necesario que sea superado un determinado umbral de 
concentración de ARNm materno provisto al huevo para que el individuo se convierta en una 
hembra (Verhulst et al., 2010). 
3.3. Determinación del sexo en D. longicaudata 
Los aportes a los conocimientos en genética y citogenética del complejo D. longicaudata han 
crecido en los últimos años. En relación a la citogenética se ha caracterizado el cariotipo como 
se ha mencionado anteriormente, y para esta especie haplodiploide los machos cuentan con 20 
cromosomas y las hembras diploides con 40 (Carabajal Paladino et al., 2013).  
Otro gran avance en el sentido de la genética de la determinación del sexo del parasitoide ha 
sido el estudio reciente en el que se propone el modelo de determinación del sexo por alelos 
complementarios (Carabajal Paladino et al., 2015). Se incluye de esta manera a D. longicaudata 
dentro de las más de 60 especies de himenópteros que presentan este sistema de determinación 
del sexo (Harpur et al., 2012).  Se propone en este modelo que para D. longicaudata el sistema 
estaría compuesto por al menos dos loci (Carabajal Paladino et al., 2015). 
 27 
 
Tecnologías de secuenciación 
masiva: transcriptoma asociado al 
sexo
Introducción – Tecnologías de secuenciación masiva: transcriptoma asociado al sexo 
28 
 
4. Pirosecuenciación 454: aplicaciones 
La reciente disponibilidad de métodos de secuenciación masiva (Roche 454, Solexa/ Illumina, 
etc.) a un bajo costo ha permitido la obtención rápida y a gran escala de datos acerca de 
genomas y transcriptomas de una inmensa variedad de especies no modelo, es decir, especies 
que no han sido ampliamente estudiadas (Vera et al., 2008). Entre estas se incluye una amplia 
variedad de artrópodos de la que existe poco o ningún conocimiento a nivel molecular, 
permitiendo de esta manera su aplicación como herramienta para la genómica funcional  (Vera 
et al., 2008; Zou et al., 2008; Zagrobelny et al., 2009; Bai et al., 2010; Jaworski et al., 2010; 
Mittapalli et al., 2010; O’Neil et al., 2010; Olafson et al., 2010; Pauchet et al., 2010; Zhang et al., 
2010). 
En particular, la tecnología de pirosecuenciación 454 se basa en la detección de pirofosfato 
durante la síntesis de ADN y fue la primera alternativa al método tradicional de secuenciación 
de Sanger (1977). Es un método flexible que permite el procesamiento en paralelo de grandes 
cantidades de datos (Figura 4). Presenta además una amplia variedad de aplicaciones como 
identificación de marcadores moleculares (SNP y SSR), cuantificación de transcriptos a partir de 
bibliotecas de ADN copia (ADNc) y secuenciación de genomas completos. Existen también una 
serie de desventajas como la dificultad para determinar el número de nucleótidos incorporados 
en regiones homopoliméricas que contienen más de 5 o 6 nucleótidos o la longitud de los 
fragmentos secuenciados. Si bien esta última ha mejorado mucho en los últimos años se espera 
que se logren superar estas dificultades.  
Esta metodología consiste de la unión de fragmentos de hebras únicas de ADN a una esfera (una 
hebra por esfera), por medio de un adaptador. En el caso de tratarse de una muestra de ARN 
total eucariota, en primer lugar la misma se enriquece en ARNm a través de columnas poli(T) 
para luego sintetizar las bibliotecas de ADNc correspondientes. Esas hebras se fragmentan en 
secuencias de entre 500 y 800pb que serán las que se unirán a las esferas. En este punto, se 
adiciona la mezcla de enzimas necesarias para la amplificación y secuenciación: ADN polimerasa, 
sulfurilasa, ATP luciferasa y apirasa, y los sustratos APS y luciferina. La amplificación se llevará a 
cabo en una emulsión de agua y aceite donde cada esfera quedará en un microambiente aislado. 
Al final de los ciclos de emPCR (PCR en emulsión), se desnaturalizan las hebras y cada esfera 
queda cargada de amplicones de una secuencia repetida muchas veces. La secuenciación se lleva 
a cabo sobre una microplaca “Pico TiterPlate” de 400000 pocillos de 44 micras de diámetro. En 
cada uno de estos pocillos se depositará una única esfera con amplicones y se colocará la 
microplaca en el secuenciador. En cada uno de los pocillos, el secuenciador repetirá ciclos que 
consistirán en vertido de un tipo de nucleótido único (A, T, G o C) seguido de un lavado y así 
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sucesivamente hasta completar la síntesis de las secuencias complementarias a las secuencias 
molde. Cada vez que la polimerasa introduzca una base, se producirá la liberación de pirofosfato, 
el cual será convertido en ATP a través de la sulfurilasa en presencia de APS. El ATP generado, 
media en conjunto con la enzima luciferasa, la conversión a oxilucuferina, generando una 
emisión de luz. La degradación de dNTPs no incorporados y de ATP se produce por acción de la 
enzima apirasa. La luz emitida es detectada por una cámara CCD e interpretada por un software 
que construirá un pirograma con la secuencia de cada pocillo. El pirograma reflejará la cantidad 
de nucleótidos incorporados con una intensidad de luz emitida proporcional (Papanicolaou et 
al., 2009). Si la polimerasa no incluye nucleótidos en un ciclo, el pirograma dejará huecos hasta 
que se incluya el nucleótido correcto. 
 
 
Figura 4. Esquema de trabajo y procesamiento de datos. Se muestra el procesamiento general 
de la muestra en A y en B el análisis de secuencias obtenidas.  
 
4.1. Aplicaciones de la pirosecuenciación: descubrimiento de 
genes y marcadores 
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La principal aplicación de las tecnologías de secuenciación masiva consiste en proveer grandes 
cantidades de información en tiempos cortos y a costos relativamente bajos. Muchas especies 
de las que se estudian características fisiológicas o ecológicas no cuentan con datos acerca de 
su genómica o transcriptómica. Para la obtención de genomas y/o transcriptomas de especies 
no modelo, se recurre tradiconalmente a tecnologías tales como construcción de bibliotecas de 
ADNc, rondas repetidas de normalización/sustracción y secuenciación por e método de Sanger, 
y habitualmente se contruyen “microarrays” de ADNc (Beldade et al., 2006; Mita et al., 2003; 
Papanicolaou et al., 2005; Paschall et al., 2004; Rudd, 2003; Whitfield et al., 2002). Con el 
surgimiento de los métodos de NGS se ha logrado complementar y potencialmente superar 
estas tecnologías. Asimismo, se reducen costos, son metodologías menos laboriosas (Hudson, 
2008), se reducen los errores por mal manejo de clones y permite recuperar transcriptos poco 
frecuentes o inestables cuando s los clona en sistemas bacterianos (Weber et al., 2007). Es decir, 
estas tecnologías permiten la obtención, el análisis y caracterización de genomas y 
transcriptomas de especies no modelo de forma rápida y precisa (Vera et al., 2008).  Como parte 
del análisis del transcriptoma es posible identificar grupos de genes o transcriptos de interés 
(Zagrobelny et al., 2009; Smith et al., 2011; Yúfera et al., 2011) y conocer datos de expresión 
diferencial entre muestras analizadas a gran escala (Delano-Frier et al., 2011; Eo et al., 2011; 
Roulin et al., 2014).   
Los microsatélites o Secuencias de Repetición Simple (SSR de su sigla en inglés “Simple Sequence 
Repeats”) son encontrados en toda la extensión del genoma eucariota (Toth et al 2000) y se 
localizan tanto en regiones codificantes como no codificantes (Powel 1996; Toth 2000). Los SSR 
han sido uno de los sistemas de marcadores moleculares más útiles por su herencia por co-
dominancia, abundancia en los genomas, alta reproducibilidad y su habitual uso en investigación 
genética (Kumar et al., 2014). El desarrollo de SSR a partir de secuencias expresadas, por medio 
de transcripción reversa (de sus siglas en inglés “reverse transcription” RT) de ARN, ha surgido 
como una nueva estrategia para la rápida obtención de SSR de un modo confiable y 
relativamente económico (Silva et al., 2013; Wei et al., 2011; Zhang et al., 2012; Zheng et al., 
2013). Debido a su existencia en regiones del genoma que son transcripcionalmente activas, los 
marcadores producidos EST-SSR (SSR provenientes de Secuencias Expresadas, del inglés 
“Expressed Sequence Tags-SSR”) pueden llevar al desarrollo de mapas génicos que colaboran 
con la identificación funcional de genes e incrementar la eficiencia de la selección asistida por 
marcadores (Gupta et al., 2004; Varshney et al., 2005). Adicionalmente, los SSR provenientes de 
secuencias expresadas muestran un mayor nivel de transferibilidad entre especies relacionadas 
filogenéticamente que los SSR provenientes de secuencias genómicas (Saha et al., 2004); de 
hecho han podido desarrollarse con éxito marcadores a partir de secuencias expresadas para 
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1. Identificación de genes involucrados en la 
determinación del sexo por homología 
Para iniciar el estudio de las bases moleculares de la determinación del sexo en D. longicaudata 
se utilizó la información disponible de  los organismos tradicionalmente estudiados como 
modelo dentro de los himenópteros: A. mellifera y N. vitripennis. A partir de estos dos modelos 
se seleccionaron tres genes que se encuentran caracterizados y se los vincula a los mecanismos 
de determinación del sexo en esas especies: complementary sex determiner (csd); feminizer 
(fem) y doublesex (dsx) (Figura 5).  
En trabajos preliminares del grupo (Lanzavecchia et al., 2008) realizados a partir ADN total del 
parasitoide y utilizando cebadores ya diseñados para A. mellifera, si intentó identificar 
secuencias homologas al gen csd en el genoma del parasitoide. Se observaron dos productos de 
amplificación que no presentaron homología en las bases de datos de secuencias nucleotídicas.  
 
Figura 5. Sistemas de determinación del sexo en Hymenoptera. Alternativas regulatorias para el 
sistema de determinación del sexo en individuos haplodiploides que poseen Sistema de 
Determinación del Sexo por alelos Complementarios o por medio de “Imprinting” materno 
(Bopp et al., 2014). 
1.1. Puesta a punto de la extracción de ARN 
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En base a la identificación de dos fragmentos obtenidos previamente por medio de PCR 
inespecífica sobre ADN genómico (Lanzavecchia et al., 2008), se decidió evaluar si estas regiones 
presentes en el genoma del parasitoide se encontraban expresadas. Por este motivo, fue 
necesaria la puesta a punto de la extracción de ARN para D. longicaudata. Para ello, se ajustaron 
las condiciones descriptas por el fabricante para la extracción de ARN a partir de Trizol 
(Invitrogen) a fin de obtener resultados óptimos y ARN de alta calidad para de evaluar la 
transcripción de estas regiones, en primera instancia por PCR de punto final y a posteriori por 
RT-qPCR.  
 
1.1.1. Volumen de TRIzol en relación a la masa de tejido de partida 
La extracción de ARN suele ser un proceso complicado debido a la elevada labilidad del material 
en sí mismo y a la presencia de ARNasas, ya sea dentro de la muestra o en el ambiente. En la 
actualidad la cantidad de técnicas en biología molecular que utilizan como material de partida 
ARN o ADNc es cada vez mayor y en el caso de los insectos es escasa la información publicada 
en relación a protocolos de extracción de ARN (Ridgeway and Timm, 2014). Por estas razones es 
de vital importancia analizar la calidad del material obtenido para asegurar resultados 
confiables. Una muestra que se encuentre intacta debería, por definición, contar con la 
presencia clara de las dos bandas características del ARN ribosomal (ARNr) eucariótico 
correspondientes a las subunidades 28S y 18S. Asumiendo que la integridad del ARNr refleja la 
integridad de otras fracciones de ARN, como el ARNm que es de interés en este caso, es 
necesario detectar la presencia de ambas al llevar a cabo el análisis por medio de geles de 
agarosa teñidos con Bromuro de Etidio (Winnebeck et al., 2010). Cabe destacar que, para una 
correcta interpretación de los datos de calidad de material, en el caso de los insectos a diferencia 
de otros eucariotas, los perfiles de ARNr suelen presentar una única banda clara. Esta banda 
correspondiente a las dos fracciones 18S y 28S, se genera porque la fracción 28S del ARNr de 
insectos es altamente termolábil. No debe asumirse que la muestra se encuentra degradada al 
observar una banda muy intensa y una leve sombra de mayor tamaño (Winnebeck et al., 2010). 
Asimismo, debe observarse la presencia de contaminación con ADN que se evidenciaría como 
una banda de mayor tamaño o inclusive como fluorescencia en el pocillo de sembrado de la 
muestra dependiendo de las condiciones de corrida. Comúnmente la contaminación con ADN 
genómico no llega a evidenciarse en geles de agarosa teñidos con Bromuro de Etidio o se 
visualiza de manera tenue, por lo que es necesario llevar a cabo controles (uso del ARN como 
molde en las reacciones de qPCR) no solo en el paso de extracción de ARN (Evrogen, 2015). Se 
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retomará este punto más adelante al momento de utilizar el material para las posteriores 
aplicaciones. 
Para comenzar con la puesta a punto y establecimiento de un protocolo de extracción aplicable 
a D. longicaudata y sus particularidades biológicas, se probaron las extracciones de ARN a partir 
de 5, 10, 15 y 30 individuos adultos. El mejor resultado de integridad, cantidad y calidad de 
material se obtuvo con la utilización de grupos de 15 individuos adultos (alrededor de 45mg de 
tejido). Cuando se analizó el ARN obtenido mediante gel de agarosa 1%p/v (Biodynamics), se 
pudieron observar las dos bandas características correspondientes a los ARNr de mayor 
abundancia en eucariotas 18S y 28S, con el característico aspecto difuso de la banda de ARN 
correspondiente a la subunidad ribosomal mayor. Asimismo, no se observó presencia de 
material degradado que se evidencia como bandas inespecíficas o una banda difusa en el frente 
de corrida del gel. Por estas razones puede decirse que el material obtenido posee una buena 
integridad. En cuanto a la evidencia de contaminación con ADN genómico, en principio no se 
observa en el gel de agarosa. A pesar de que esto es un buen indicador, el análisis en este caso 
se retomará más adelante en la sección 1.1.2.  
Los resultados de calidad del material obtenidos por medio de las relaciones de absorbancia 
(NanoDrop ND-1000) respaldaron las observaciones en gel, en todos los casos se obtuvieron 
valores cercanos a los óptimos (alrededor de 2, según especificaciones de NanoDrop) para los 
parámetros que evalúan contaminación de la muestra por presencia de solventes orgánicos 
(relación de absorbancia 260/230), así como contaminación por presencia de proteínas (relación 
de absorbancia 260/280) (Tabla1). Al analizar las concentraciones de ARN obtenidas para los 
diferentes grupos se evidenció la primera gran diferencia, al utilizar números de individuos 
menores a 15 no se obtenía la cantidad mínima de 1 ug de ARN requerida para llevar a cabo la 
transcripción reversa (RT) según el protocolo del fabricante (Promega). De esta manera, no era 
posible obtener buenos resultados de expresión o las muestras se encontraban en el límite 
inferior de concentración y luego no se obtenían buenos resultados de amplificación por PCR 
(Tabla1, Figura 6). Cuando se partió de 30 individuos en un mismo grupo, la calidad del ARN 
obtenida mejoró sustancialmente al utilizar el doble del TRIzol recomendado, reflejo de esto son 
los índices de calidad en función de la contaminación con proteínas y solventes orgánicos que 
se acercan al valor óptimo. Asimismo se observaron mejores resultados en las amplificaciones 
posteriores. Este primer protocolo, partiendo de 15 individuos, se utilizó en adelante para 
realizar extracciones de ARN cuyo objetivo fuera realizar PCR, ya sea de punto final como qPCR.  
 




Figura 6. Extracción de ARN para cantidades crecientes de individuos por grupo. Calle1: 
marcador de peso molecular 1000pb y 750pb; calles 2 a 5: 5, 10, 15 y 30 individuos 
respectivamente.  
 
Tabla1. Parámetros de calidad para el ARN obtenido.  
Muestra ug/ul 260/280 260/230 
5 adultos 520 1,90 1,75 
10 adultos 1300 1,80 1,83 
15 adultos 5700 2,10 1,92 
30 adultos 6200 2,20 2,35 
 
 
1.1.2. Con y sin uso de ADNasaI 
Algunas aplicaciones para las cuales es necesario contar con ARN como material de partida 
requieren que este sea de alta calidad y fundamentalmente que se evite la contaminación por 
presencia de ADN genómico. Una de estas aplicaciones de especial sensibilidad es la RT-qPCR, 
por lo que el ARN que será usado posteriormente para llevar a cabo tanto reacciones de 
transcripción reversa (RT) a ADNc, como las reacciones de amplificación en tiempo real (RT-
qPCR), no debe presentar concentraciones detectables de material genómico. Es posible, como 
se mencionó anteriormente, que la presencia de ADN no se detecte en gel de agarosa teñido 
con Bromuro de Etidio. No obstante, la sensibilidad de las reacciones de RT-qPCR puede detectar 
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concentraciones muy bajas de ácido nucleico, por lo cual una mínima contaminación será 
detectable por qPCR alterando la fidelidad de los resultados obtenidos. Por este motivo se 
trataron las muestras con una enzima que degrada el ADN (ADNasa I, DNAse I kit, Promega) a 
fin de evaluar la calidad de ARN obtenido a partir de los resultadosde amplificación por PCR y 
RT-qPCR comparando muestras tratadas y no tratadas con ADNasa I (Figura 7, Tabla 2). 
Las muestras sin tratamiento (calles 2-5 Figura 7) presentan bandas intensas, aunque en algunos 
casos se observa ácido nucleico degradado, que también se evidencia como una banda difusa 
en el frente de corrida e incluso una banda muy tenue de mayor tamaño a las dos bandas 
características para ARNr que corresponde al ADN genómico. Las muestras de ARN tratadas con 
ADNasa I (calles 6 y 7 en Figura 7), evidenciaron una gran pérdida de material genético (bandas 
tenues comparadas con las muestras sin tratamiento con ADNasaI). No se observa el fondo claro 
como en algunas de las muestras sin tratar y no queda rastro de la banda tenue de mayor 
tamaño correspondiente a ADN genómico. A fin de obtener la cantidad de ARN adecuada para 
los ensayos de RT y PCR, puede evitarse el uso de la enzima si se controla por medio de 
electroforesis la calidad del material obtenido y se evalúan en cada caso los resultados de RT-
qPCR ya que en este sistema en particular no se evidencia su presencia por medio de PCR de 
punto final. Para controlar la presencia de ADN genómico que pudiera alterar las mediciones de 
qPCR, se incluye en el ensayo una muestra que utiliza como molde ARN sin previa realización de 
RT. La finalidad de incluir esta muestra radica en que en dicha reacción no debería existir 
amplificación. Las altas temperaturas degradan el ARN y si se evidencia amplificación indica 
presencia de ADN genómico y dicha muestra debería ser descartada. En ninguno de los casos se 
evidenció amplificación en estos controles por medio de reacciones de RT-qPCR. 
 




Figura 7. Corrida electroforética e gel de agarosa 1% p/v de ARN total de individuos de D. 
longicaudata. En la primera calle se sembró marcador molecular (1000pb y 750pb); calles 2 y 3 
muestras de ARN total de adultos de D. longicaudata sin tratamiento con DNAsa; calle 4 y 5 
muestras de ARN total de adultos de A. mellifera sin tratamiento con DNAsa (control); calles 6 y 
7 ARN total de D. longicaudata y A. mellifera tratados con ADNasa I, respectivamente.  
 
Tabla 2. Calidad de extracción de ARN con y sin el uso de ADNasa I. Medidas de calidad de ARN 
obtenidas espectrofotométricamente (Nanodrop1000).  
Muestra ug/ul 260/280 260/230 
Apis mellifera (con DNAsa) 1351,3 1,9 2,2 
Apis mellifera (sin DNAsa) 4856,3 2,2 1,9 
D. longicaudata (con DNAsa) 2344,2 2,2 2,1 
D. longicaudata (sin DNAsa) 3222,4 2,1 2,0 
 
 
1.1.3. Puesta a punto de la Transcripción Reversa 
Para obtener ADNc que permitiera la correcta amplificación de los fragmentos deseados por 
medio de la técnica de PCR de punto final y RT-qPCR, fueron necesarios ajustes al protocolo 
propuesto por el fabricante (kitImProm-II Reverse Transcriptase, Promega). Se analizaron las 
condiciones en las que se llevaría a cabo la RT a fin de obtener un protocolo que generase ADNc 
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de integridad suficiente para lograr una amplificación  eficiente tanto por PCR como por qPCR 
de los fragmentos deseados.  
El primer factor a definir fue qué tipo de cebador se utilizaría en las reacciones, para lo que se 
analizaron dos tipos: cebadores “random”, secuencias nucleotídicas cortas aleatorias que 
hibridizan a lo largo de todas las cadenas de ARN y cebadores “Oligo(dT)”, estos últimos 
contienen en su secuencia repeticiones de T a fin de optimizar la RT a partir de ARNm eucariota 
exclusivamente. Utilizando diluciones de ADNc obtenido a partir de los diferentes cebadores 
(“random” y “Oligo(dT)”) como molde para reacciones,tanto de PCR como de qPCR, pudo 
observarse que los resultados no se veían afectados por el uso de cualquiera de los dos 
cebadores (Figura 8). Con la intención de evaluar regiones expresadas en el parasitoide, se 
decidió la utilización de cebadores Oligo(dT).    
En relación a los cebadores también fue necesario ajustar la concentración final de los mismos 
en la mezcla de reacción ya que con la concentración recomendada por el fabricante del kit de 
RT no se lograban buenos resultados de PCR (bandas débiles o difusas).  
 
 
Figura 8. Productos de amplificación por RT-qPCR de β-actina con cebadores específicos para D. 
longicaudata a partir de ADNc de D. longicaudata obtenido con cebadores Random (calles 2 y 
3) y cebadores OligodT (calles 4 y 5). En las calles 6 y 7 se observan los controles con A. mellifera. 
Marcador de peso molecular de 200pb (calle1). 
 




1.2. PCRs inespecíficas de los Genes de Interés: csd y 
dsx. 
Siguiendo la línea de lo planteado en la sección 1.1 y para comenzar a explorar los posibles 
reguladores y efectores presentes en las vías de determinación del sexo de D. longicaudata, se 
analizaron dos de los genes presentes en el módulo central conservado de la cascada: el 
regulador csd descripto en las vías regulatorias de determinación sexual en A. mellifera y el 
efector dsx, descripto en la mayoría de las especies sexuales. 
 
1.2.1. Gen csd 
A partir de cebadores diseñados previamente en el grupo de trabajo sobre ADN de D. 
longicaudata en base a homología de secuencias de nucleótidos con el locus csd de A. mellifera, 
se logró amplificar por medio de ciclos de PCR fragmentos de ADNc.  
 
 
Figura 9.Ubicación de los cebadores específicos para csd sobre el esquema del gen para A. 
mellifera (Beye 2003). Se representa la ubicación de los nueve exones en cajas verdes y de 
intrones en líneas negras. Los cebadores utilizados se indican con flechas rojas. 
 
Los resultados de las diferentes combinaciones de cebadores (Figura 9) arrojaron los mismos 
tamaños de fragmento amplificado para ambos sexos (Figura 10). Comparando con los 
fragmentos obtenidos sobre ADN genómico (Lanzavecchia et al., 2008), los fragmentos 
obtenidos sobre ADNc presentaron el mismo tamaño. Para la denominada Región Conservada 
(calles 1-3) el producto de PCR fue de 700bp tanto en machos como en hembras. No se 
observaron diferencias de tamaño, ni entre sexos, ni con los fragmentos de ADN genómico. Al 
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secuenciar dicho producto de amplificación se encontró que la secuencia era coincidente con la 
previamente obtenida para los fragmentos de ADN genómico (Anexo 1). En el caso de la 
denominada Región Variable (calles 5-7), el producto de PCR de 400bp con cebadores 
específicos de D. longicaudata tampoco difirió entre machos y hembras. Nuevamente las 
secuencias obtenidas pudieron alinearse perfectamente con las obtenidas previamente para los 
fragmentos de ADN genómico (Anexo 1). Finalmente, observando el esquema del gen 
construido para A. mellifera, se intentó probar que estos fragmentos obtenidos para D. 
longicaudata formaban parte de un mismo transcripto, correspondiente a dos regiones de un 
mismo gen. Con este objtivo,  se pretendió amplificar la región central flanqueada por estas 
regiones previamente descriptas. En este caso se obtuvo un producto de 1500bp (calles 8-10). 
Se observó el mismo producto de PCR para todos los ADNc analizados, no pudiendo ser 
secuenciado en ninguna de las oportunidades. 
 
 
Figura 10. Productos de PCR para los cebadores csd. Las calles 1, 2 y 3 muestran el fragmento 
denominado conservado de 700pb para ADNc de hembras, machos y DNA respectivamente del 
parasitoide. Las calles 5 a 6 muestran el fragmento denominado variable de 400pb para ADNc 
de hembras, machos y ADN de D. longicaudata respectivamente. Las calles 8 y 9 muestran el 
fragmento de alrededor de 1500bp correspondiente a ADNc de hembras y machos de D. 
longicaudata. Se utilizó como marcador de peso molecular 1Kb ADN Ladder (Promega), calle 4. 
Control +: ADNc A. mellifera, calle 10.  
 
1.2.2. Gen dsx 
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Se estudió la presencia del gen efector dsx mediante el diseño de cebadores inespecíficos sobre 
las regiones expresadas a partir de alineamientos que presentaron mayor homología de 
secuencia, tanto a nivel de proteína como de nucleótidos (Anexo 2). En la figura 11 se muestra 
la ubicación de los cebadores diseñados sobre el esquema del ARNm proveniente del gen dsx en 
las dos especies modelo dentro del orden Hymenoptera. Utilizando estos cebadores se intentó 
amplificar el efector dsx para D. longicaudata sobre ADNc y ADN genómico.   
 
 
Figura 11. Esquema del gen dsx para ambos sexos en las dos especies modelo del orden 
Hymenoptera más ampliamente estudiadas (Oliveira et al., 2009). Las cajas verdes representan 
la ubicación de los exones y los bloques negros y grises representan el Dominio DM (unión al 
ADN) y el Dominio DSX (dimerización) respectivamente, las líneas negras identifican los intrones. 
Los cebadores diseñados se muestran en flechas rojas y azules. 
 
Tabla 3. Cebadores degenerados diseñados para amplificar las diferentes regiones dsx en D. 
longicaudata. Para ver la ubicación de cada par de cebadores ver el Anexo 2.  
Primers secuencia Tm Posición Exón 
Dsx6_fw tggtcacccatttgccacagac 60,1 1324-1346 5 
Dsx_rv tcctctttggatttgacctgttct 56,1 402-424 2 
dsxF2 ncgatntcagaatnacggca 61 599-619 2 
dsxFC ntgtcagaatnacggnaaganggtcca 70 602-628 2 
dsxFA aganagganagantacaccacactg 59 160-185 1 
dsxFB aattgacaaactngtttacnaaa 54 323-342 2 
dsxF19 cggtgacatgcgtagtttgagcaataa 69 850-878 4 
dsxR2 atgtgnatactcacgnccaana 60 677-699 6 
dsxRV agcgatcgagagtcgngnctggg 72 524-546 2 
dsxR37 agtatggatcagtcggatgacatggtg 68 494-518 2 
dsxR19 gacagcaatagcagcgacggtgacat 71 850-878 4 
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dsxR10 gncaatcgntaactntgatgtacgta 61 1105-1130 5-6 
dsxR6 aatggctgtgaatnctngtacctga 64 1430-1453 6 
 
A partir de diversas combinaciones entre los cebadores diseñados, se lograron dos  que 
permitieron la amplificación diferencial entre sexos. En la Figura 11 puede observarse las dos 
combinaciones de cebadores ubicados sobre el modelo de gen construido para las especies 
modelo del orden Hymenoptera. Para la primera combinación que generó productos de 
amplificación diferenciales, indicada con flechas rojas (Figura 11), se muestra la amplificación 
por PCR de punto final para muestras de ADNc y ADN genómico de machos y hembras adultas 
del parasitoide en la Figura 12. Se distinguen principalmente tres bandas, de 1000bp, 750bp y 
alrededor de 600bp respectivamente en la calle correspondiente a la muestra de hembras 
adultas. Tanto en machos como en la muestra de ADN no se vio producto de amplificación. Al 
intentar purificar y secuenciar estas muestras no se consiguieron en ninguna oportunidad 
secuencias de buena calidad que permitieran un alineamiento.  
 
 
Figura 12. Productos de PCR para el primer par de cebadores dsx que presentó diferencias 
asociadas al sexo. Se utilizó como marcador de peso molecular 1Kb ADN Ladder (Promega). En 
la calle 1 se muestra el control negativo de reacción; en la calle 2 se observa ADNc de hembras 
adultas de D. longicaudata;  en la calle3 se muestra ADNc de machos adultos y en la calle 4 ADN 
genómico. 
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En el segundo caso, se pueden observar los cebadores utilizados ubicados sobre el esquema del 
gen dsx para especies modelo del orden Hymenoptera como un par de flechas azules. Al igual 
que en el par anterior, también con este par de cebadores, se logran varias bandas de diferentes 
tamaños en la muestra correspondiente a ADNc provenientes de hembras adultas de D. 
longicaudata que no son observables en la muestra de ADNc de machos (Figura 13). A diferencia 
del par anterior, en este caso se logró también observar productos de amplificación en las 
muestras correspondientes a ADN genómico para ambos sexos. El patrón de amplificación fue 
idéntico en ambas muestras de ADN genómico. En el caso de las muestras correspondientes a 
ADNc, se observaron tres bandas de mayor tamaño en la muestra de machos (alrededor de 
1200pb, 1000pb y 950pb) que las observadas en la muestra de ADNc de hembras. Continuando 
con la comparación entre los patrones de amplificación obtenidos en ADN genómico y en ADNc, 
se observan en ambas muestras bandas de 700bp y 350bp. El patrón de amplificación que se 
observa en hembras también posee una banda específica clara de alrededor de 450pb. También 
en este caso se purificaron las bandas y se intentó secuenciarlas, obteniendo secuencias de 
calidad muy pobre y poco fiables.  
 
Figura 13. Productos de PCR para el segundo par de cebadores dsx que presentó diferencias 
asociadas al sexo. En la primera calle se observa el MK: 950-400bp. En la calle 1 se encuentra el 
control negativo de reacción; calles 2 y 3 ADNc de hembras y machos adultos de D. longicaudata 
respectivamente. Finalmente en las calles 4 y 5 se pueden observar los productos de 
amplificación correspondientes a ADN genómico de hembras y machos adultos de D. 
longicaudata. 
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Los resultados obtenidos hasta aquí evidencian que esta primer estrategia que aborda el estudio 
de identificación de genes involucrados en la cascada de determinación sexual en D. 
longicaudata por homología de secuencia en especies taxonómicamente relacionadas no 
resultó favorable para la obtención de secuencias específicas del parasitoide asociadas a esta 
vía metabólica. Por este motivo se decidió cambiar de rumbo de la investigación haciendo uso 
de las nuevas tecnologías de secuenciación masiva que han aportado considerablemente al 
estudio de sistemas no modelo permitiendo una rápida caracterización de los mismos. 
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Análisis del Transcriptoma de D. 
longicaudata
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2. Transcriptómica de D. longicaudata: Identificación 
de genes por Pirosecuenciación 454 
 
Se utilizó la técnica de pirosecuenciación 454 con el objetivo de obtener datos de secuencias 
específicas de D. longicaudata,  explorar el transcriptoma y detectar variantes de secuencia o en 
niveles de expresión de genes entre sexos. De esta manera se propone iniciar la caracterización 
de los mecanismos moleculares de determinación del sexo en el parasitoide.   
 
Para el análisis de los datos de transcriptómica, se desarrollaron “pipelines” para el ensamblado 
y análisis de los datos crudos generados por medio de la pirosecuenciación 454, de esa manera 
se logró el ensamblado de novo del transcriptoma así como la anotación y curado de la base de 
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2.1. Caracterización del transcriptoma de D. longicaudata 
2.1.1. Obtención de las muestras de ARN 
La pirosecuenciación 454 de ADNc requiere muestras de ARN de alta calidad y concentración 
que no presenten contaminación genómica. A estos fines fue necesario ajustar las condiciones 
de extracción de manera de obtener material de la calidad e integridad requeridas. Los mejores 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 14 y Tabla 4.  
Para la obtención de datos a fin de explorar el transcriptoma de D. longicaudata se diseñó el 
experimento incluyendo muestras de machos y hembras adultas y larvas del tercer estadio del 
desarrollo correspondientes a machos. Se adoptó este diseño ya que se buscaba una 
caracterización general del transcriptoma, en el que se encontraran representados la mayor 
cantidad de transcriptos posibles y con especial énfasis en las diferencias que pudieran atribuirse 
al sexo. Esto último en referencia especial a la búsqueda de genes candidatos a estar 
involucrados en la cascada de determinación del sexo. Dado que no es posible distinguir el sexo 
de los estadios inmaduros, solamente es viable obtener machos que provendrán de hembras 
vírgenes (solo producen huevos sin fecundar correspondientes a machos). Treinta individuos 
adultos de cada sexo y seis larvas del tercer estadio del desarrollo de D. longicaudata fueron las 
condiciones elegidas finalmente ya que se obtuvo una alta calidad e integridad de ARN siguiendo 
los protocolos y procedimientos detallados en la sección 1. El protocolo de extracción de ARN 
utilizado en esta sección fue muy similar al ya descripto en la sección 1.1.1. La finalidad en este 
caso fue la obtención de ARN total que se utilizó para la construcción de bibliotecas de ADNc 
que fueron posteriormente secuenciadas. Los resultados de integridad evaluada en gel 
desnaturalizante y de calidad obtenidos espectrofotométricamente (NanoDrop ND1000) 
obtenidos para las muestras enviadas a secuenciar se muestran en la Figura 14. 
 




Figura 14. Corrida electroforética en gel de agarosa 1% (p/v) de muestras de ARN obtenidas a 
partir de individuos adultos y larvas del tercer estadio del desarrollo de D. longicaudata. En la 
calle 1 se sembró marcador molecular (1000pb y 750pb); ARN total extraído de: larvas del tercer 
estadio de machos calles 2 y 3; calle 4: hembras adultas y calle 5: machos adultos.  
 
Tabla 4. Calidad de extracción de ARN para la obtención de bibliotecas de ADNc. Medidas de 
calidad de ARN obtenidas espectrofotométricamente (Nanodrop2000).  
Muestra ug/ul 260/280 260/230 
1.L3 (10 por muestra) 5,80 1,88 2,10 
2.L3 (10 por muestra) 5,90 1,80 2,00 
Hembras (30 por muestra) 5,90 2,31 2,20 
Machos (30 por muestra) 5,70 2,16 2,05 
 
 
2.1.2. Pirosecuenciación 454 y ensamblado del transcriptoma de 
D. longicaudata 
Mediante la técnica de pirosecuenciación 454 (Roche), se generaron un total de 175,7 Mpb de 
secuencias correspondientes al transcriptoma total de D. longicaudata. Esta cantidad de pares 
de bases se distribuyó entre las 469766 lecturas crudas que se obtuvieron. Como se muestra en 
la Tabla 8, presentaron una longitud promedio de 376pb.  Los datos de secuenciación y 
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ensamblado se encuentran en el repositorio de D. longicaudata 
(http://bioinformatica.inta.gov.ar/ATGClongicaudata/) del INTA Castelar (próximos  a estar 
disponibles en a la base de datos Transcriptome Shotgun Assembly,TSA, del NCBI). 
Luego de aplicar filtros de secuencias correspondientes a adaptadores, cebadores y secuencias 
de baja calidad, fue necesario remover 956 lecturas, de esa manera se obtuvieron 468810 
secuencias de alta calidad. La cantidad total de lecturas de calidad correspondió  al 99,8% del 
total de las lecturas originales, representando aproximadamente 174,3 Mpb del total para las 
tres bibliotecas analizadas (Hembras adultas, machos adultos, larvas estadio 3 de macho).  
Previo a la secuenciación se construyeron las tres bibliotecas correspondientes a las muestras 
previamente descriptas. Para cada una de ellas se obtuvieron parámetros generales que 
permitieron conocer la calidad de las secuencias que conforman las mismas. Comenzando con 
el caso de la biblioteca de hembras, se obtuvieron 98498 lecturas totales que correspondieron 
a 37,4Mpb. La probabilidad de encontrar una base en la secuencia que no haya podido ser 
identificada (N) fue de al menos una N cada 11822 secuencias y el máximo de bases sin 
identificación para una misma secuencia fue del 23%. Por otro lado, la presencia de bases 
pertenecientes a las secuencias usadas en las etiquetas utilizadas para secuenciar fue menor al 
1%. Asimismo, la distribución de calidad de las bases fue buena (Figura 15 y Tabla 5).  
 
Tabla 5. Parámetros generales de la biblioteca de hembras. 
Distribución de longitudes Contenido GC 
Longitud 
promedio 
378,01 ± 119.92 pb Promedio 43,24 ± 8,28 % 
Longitud mínima 23 pb Mínimo 0 % 
Longitud máxima 882 pb Máximo 76 % 
Rango de 
longitudes 
860 pb Rango 77 % 
Longitud modal 478 pb con 601 
secuencias 
Modo 47 con 6794 secuencias 
 
 




Figura 15. Distribución de longitudes de lecturas de la biblioteca de hembras. Eje y: lecturas por 
bin; eje x: longitud de lecturas en pares de bases (9 por bin). 
 
En el caso de la biblioteca de machos las lecturas totales obtenidas fueron 65892, abarcando un 
total de 24,9Mpb. Del total de secuencias obtenidas, 7490 secuencias presentaron al menos 1 
nucleótido sin identificar (N). El máximo de bases sin identificación para una misma secuencia 
fue del 10%. La presencia de bases pertenecientes a adaptadores utilizados en el proceso de 
secuenciación dentro de las secuencias también en este caso fue menor al 1%. Como puede 
observarse en los gráficos de distribución de calidad de bases  no se observan sesgos (Figura 16 
y Tabla 6). 
 
Tabla 6. Parámetros generales para la biblioteca de machos.  
Distribución de longitudes Contenido GC 
Longitud promedio 377,55 ± 122,49pb Promedio 42,71 ± 8,43 % 
Longitud mínima 18pb Mínimo 0 % 
Longitud máxima 1181pb Máximo 76 % 
Rango de 
longitudes 
1164pb Rango 77 % 
Longitud modal 479pb con 417 
secuencias 
Modo 47 % with 6794 sequences 
 




Figura 16.Distribución de longitudes de lecturas de la biblioteca de machos. Eje y: lecturas por 
bin; eje x: longitud de lecturas en pares de bases (12 por bin). 
 
En el caso de la biblioteca de larvas 3 las lecturas totales obtenidas fueron 304926, siendo la que 
mayor cantidad de bases contuvo (113,5 Mpb). En este caso, la probabilidad de  ocurrencia  de 
bases sin identificación fue de al menos una cada 36089 secuencias. El máximo de bases sin 
identificación para una secuencia fue del 21%. La presencia de bases pertenecientes a las 
etiquetas utilizadas para secuenciar fue menor al 1% y la distribución de calidad de las bases fue 
buena (Figura 17 y Tabla 7). 
 
Tabla 7.Parámetros generales para la biblioteca de larvas 3 de machos. 
Distribución de longitudes Contenido GC 
Longitud promedio 372,06 ± 128,42 bp Promedio 43,53 ± 9,78 % 
Longitud mínima 21pb Mínimo 0 % 
Longitud máxima 904pb Máximo 77 % 
Rango de 
longitudes 
884pb Rango 78 % 
Longitud modal 480pb con 1088 
secuencias 








Figura 17.Distribución de longitudes de lecturas de la biblioteca de larvas 3 de machos. Eje y: 
lecturas por bin; eje x: longitud de lecturas en pares de bases (10 por bin). 
 
La totalidad de las secuencias de alta calidad obtenidas a partir de las tres bibliotecas de ADNc 
se agruparon para llevar a cabo el ensamblado de novo del transcriptoma de la especie utilizando 
el software Newbler v2.6 assembler (Roche, IN, USA). Estas secuencias, se ensamblaron en 8483 
isotigs (que son equivalentes a transcriptos únicos de ARNm) de más de 200pb. Adicionalmente, 
los isotigs que se originaron como variantes de una misma  secuencia, se agruparon en 7295 
isogrupos (los isogrupos son equivalentes a un locus genómico). Estas variantes de isotigs que 
se agruparon en el mismo isogrupo reflejan potenciales variantes de splicing alternativo del 
ARNm (Tabla 8). Es de particular interés detectar estas variantes para el estudio de las vías 
regulatorias involucradas en la determinación del sexo ya que, como se ha descripto 
anteriormente, los genes actualmente caracterizados en organismos modelo son regulados por 
esta via. 
Alrededor de 47557 lecturas que no pudieron ser ensambladas en ninguno de los isotigs, se 
ensamblaron utilizando el algoritmo CD-HIT- 454 para eliminar secuencias redundantes dejando 
43203 secuencias únicas de una longitud mayor a 200pb. Estas secuencias se denominan 
singletons y representan al igual que los isotigs secuencias correspondientes a transcriptos 
únicos de ARNm. 
En total se logró ensamblar 51686 secuencias no redundantes o unigenes (singletons más isotigs 
representando secuencias únicas de ARNm) (Tabla 8). La longitud de los isotigs fue desde 200 a 
10956pb, con una longitud promedio de 1271,5pb (Figura 18A). Más del 67,2% de los isotigs 
presentaron una longitud entre 560 y 1300pb y el 93,5% de las base ensambladas se 
incorporaron en isotigs de más de 600pb de longitud. La longitud promedio de los isotigs 
ensamblados para D. longicaudata (1271,5pb) fue mayor a la lograda en otras especies de 
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artrópodos (Vera et al., 2008; Zagrobelny et al., 2009; Pauchet et al., 2010;). Analizando de igual 
forma las secuencias ensambladas como singletons, se obtuvo que la distribución de longitudes 
de los 43203 singletons estuvo en el rango de 200 a 1181pb, con un promedio general de 
longitud de 401,4pb (Figura 18B). La longitud del 99,8% de los singletons fue menor a 600pb.  
Asimismo se analizó la distribución de longitudes de los péptidos predichos a partir de las 
secuencias ensambladas como isotigs y singletons. El total de péptidos que se lograron predecir 
a partir de las secuencias de nucleótidos fue de  38685, 7348 a partir de isotigs y 3133 a partir 
de singletons (Tabla 8). Las longitudes promedio fueron 324,5 y 109,9 aminoácidos, 
respectivamente (Figura 18C y 18D).  
 
 
Figura 18. Distribución de longitudes de los Isotigs (A); Singletons (B); Péptidos predichos a partir 
de los Isotigs (C) y péptidos predichos a partir de los Singletons (D).  
 
2.2. Obtención de marcadores moleculares a partir de 
ARN 
2.2.1. Diversidad Genética: predicción de marcadores 
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Como una de aplicaciones de las técnicas de secuenciación masiva NGS, se obtuvieron para la 
especie una batería de marcadores moleculares in silico. La generación de esta vasta cantidad 
de información es de potencial utilidad en la genética de poblaciones y en el análisis de calidad 
de producción de insectos.  
 
2.2.1.1. Obtención in silico de Repeticiones de Secuencia Única (SSR) 
 
Haciendo uso del software MISA, se identificaron y caracterizaron los motivos de SSR en el 
transcriptoma de D. longicaudata para ser usados como potenciales marcadores moleculares 
específicos para este parasitoide. Se identificaron 1233 SSR putativos en los 8515 isotigs y 3441 
SSR putativos en los 43203 singletons. Las frecuencias para la ocurrencia de los SSR 
considerando múltiples SSR en un transcripto, fue del 15% para los isotigs y de 8% para los 
singletons. En el caso de los isotigs, el porcentaje de ocurrencia de SSR en D. longicaudata fue 
más elevado que los previamente reportados para Spalangia endius Walker (Hymenoptera: 
Pteromalidae) (8.51%) (Zhang et al., 2014) y para Laodelphax striatellus (Fallén) (Homoptera: 
Delphacidae) (7%) (Zhang et al., 2010). Un total de 982 (12%) de los isotigs presentaron al menos 
un SSR. Es de interés avanzar en el diseño de cebadores específicos a fin de amplificar las 
regiones que contienen a estos SSR para evaluar su utilidad real como marcadores moleculares. 
Por este motivo se analizó este aspecto para los SSR obtenidos. Para 693 SSR, representando el 
70,6% del total, se halló que presentaban secuencias flanqueantes lo suficientemente largas 
como para diseñar cebadores únicos específicos para amplificar el marcador apropiadamente. 
Lo mismo se analizó para el caso de los singletons y un total de 3441 presentaron al menos un 
SSR, de entre los cuales 2082 SSR (60,5%) permitieron el diseño de cebadores únicos específicos 
(disponible en https://mega.nz/#!PJ1TCBiS).  
 
2.2.1.2. Caracterización de motivos y distribución de microsatélites 
El tipo más frecuente de microsatélite se correspondió con los motivos tetramérico (38,8%), 
dimérico (24,3%) y trimérico (14,9%), apareciendo las repeticiones penta, hexanucleotídica y 
repeticiones compuestas, en mucha menor frecuencia (6,6%; 4,2% y 11% respectivamente, 
https://mega.nz/#!PJ1TCBiS). Estos resultados contrastan con los encontrados en S. endius y L. 
striatellus, donde los di y trinucleótidos fueron las repeticiones más frecuentes (Zhang et al., 
2010, 2014).  
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Las combinaciones de motivos de SSR pueden ser agrupados en clases únicas basándose en la 
complementariedad de bases del ADN. Los tetranucleótidos fueron agrupados en 27 clases y los 
números de clases únicas para las repeticiones de di y trinucleótidos fueron 4 y 10, 
respectivamente (Anexo x). La combinación más frecuente para los tetranucleótidos fueron tres 
repeticiones de AAAT/ATTT; cinco repeticiones de AG/CT para dinucleótidos y cinco repeticiones 
de AAT/ATT para los trinucleótidos (https://mega.nz/#!PJ1TCBiS). Estos motivos son 
principalmente repeticiones AT, esto concuerda con el hecho de que los genomas de 
Hymenoptera se caracterizan por ser especialmente ricos en A-T (Stolle et al., 2013).  
La información acerca de la identidad (ID), motivo de la repetición, longitud de la repetición, 
secuencias de cebadores, posiciones de los cebadores forward y reverse y longitud de fragmento 
de amplificación esperados se encuentran disponibles en https://mega.nz/#!PJ1TCBiS. 
La distribución de SSR se analizó también específicamente entre los transcriptos vinculados a 
determinación del sexo como subgrupo dentro de aquellos anotados como procesos biológicos 
(Tabla 9). Se encontraron diez marcadores potenciales asociados a estos transcriptos (Figura 19). 
Todos los marcadores identificados tienen potencial para ser usados en mapeo genético, análisis 
parental, flujo génico y genética de poblaciones. 
 
 
Figura 19. Distribución de los marcadores en las secuencias identificadas como involucradas en 




2.3. Anotación funcional: identificación y análisis de 
secuencias 
 
Con la finalidad de asignar una función putativa y una ontología génica (GO) a cada unigen, se 
sometió el conjunto de secuencias a una búsqueda de similitud por medio de BLASTx contra la 
base NR de proteínas del National Center for Biotechnology Information (NCBI) seguida de una 
búsqueda por medio de BLAST2Go e InterProScan para completar la anotación (Gish and States, 
1993; Zdobnov and Apweiler, 2001). Una vez obtenidos estos resultados, se combinaron según 
su anotación por medio de GO. 
Del total de secuencias analizadas, isotigs y singletons, 7021 isotigs (82,7%) y 20227 singletons 
(46,8%) presentaron homología suficiente para ser identificados por medio de BLASTx. (Tabla 
8). La frecuencia de isotigs/singletons anotados por este medio fue de 48,6%, presentando un 
mayor porcentaje que los previamente reportados para ensamblados de novo de transcriptomas 
de especies relacionadas que no cuentan con datos de secuenciación para sus genomas. En estos 
casos los valores de anotación reportados son de entre el 20 y el 40% (Badouin et al., 2013; 
Nishimura et al., 2012).  
 
Tabla 8. Resumen de parámetros de calidad del transcriptoma de D. longicaudata 
Número total de lecturas de alta calidad 468810 
Lecturas de alta calidad de la muestra de larvas 304174 
Lecturas de alta calidad de la muestra de 
hembras 
98801 
Lecturas de alta calidad de la muestra de machos 65835 
Longitud promedio (bp) 376 
Número total de contig/isotigs 8483 
Longitud promedio de contig/isotigs (bp) 1271.5 
Número total de singletons 43203 
Longitud promedio de singletons (bp) 401.4 
Número total de peptides predichos 38685 
Longitud promedio de péptido (aminoácidos) 217.2 
Total de isotigs anotados (BLASTx) 7021 
Total de singletons anotados (BLASTx) 20227 
 
 
A fin de obtener una visión general de las identidades de las secuencias representadas en el 
transcriptoma de D. longicaudata, se realizó una búsqueda sobre la base de datos del 
parasitoide de aquellas especies que mostraban mayor homología por medio de BLASTx. La 
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mayoría de las secuencias de D. longicaudata analizadas presentaron, como era de esperarse, 
homología con otros himenópteros. Se observó principalmente una alta similitud con secuencias 
de Apis (11,5%), Camponotus (11,4%) y Hapegnathos (11%). La distribución de mejores 




Figura 20. Distribución de los hits de BLASTx de la base de datos de D. longicaudata generada a 
partir de las tres bibliotecas de ADNc. Se incluyen Mus musculus y Arabidopsis thaliana como 
representativos de especies no relacionadas.  
 
A modo de evaluación de la calidad de los  datos de transcriptómica obtenidos para D. 
longicaudata, se llevó a cabo una comparación general de distribución de transcriptos con los 
genomas de dos especies modelo relacionadas dentro del orden Hymenoptera: A. mellifera 
(Amel) y N. vitripennis (Nvit) (Figura 21). Al observar la comparación, se vio una distribución 
uniforme de los transcriptos del parasitoide a lo largo de ambos genomas, encontrando 





Figura 21. Comparación del transcriptoma de D. longicaudata con los genomas y transcriptomas 
de himenópteros relacionados. N. vitripennis (Nvit) y A. mellifera (Amel). En el primer anillo se 
observan los dos genomas de las especies modelo. En el segundo anillo se encuentran 
enfrentados los transcriptomas de Nvit y Amel, siendo el tercer anillo la comparación de D. 
longicaudata con ambos transcriptomas.  
 
Las secuencias se anotaron haciendo uso de los términos de Ontología Génica (GO) y las 
categorías de la Comisión de Enzimas (i.e. números EC). Se asignaron términos GO a un total de 
16930 transcriptos, 4483 isotigs (52,8%) y 12447 singletons (28,8%). El análisis por medio de 
InterProScan resultó en 6535 coincidencias significativas para proteínas traducidas desde los 
isotigs (77,0%) y 20979 para sigletons (48,6%). Los términos GO asignados se dividen en tres 
categorías principales: procesos biológicos, funciones moleculares y componentes celulares.  Los 
procesos biológicos abarcan todos los procesos involucrados en el funcionamiento de los niveles 
de organización: células, tejidos, órganos y organismos. Se entiende en este caso proceso como 
colección de eventos moleculares que tienen un principio y final definidos. Las funciones 
moleculares se entienden como actividades elementales tales como la catálisis o aquellas 
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proteínas de unión, describen acciones llevadas a cabo por productos génicos a nivel molecular. 
Al producto de un gen determinado pueden asignársele varias funciones moleculares. Tal vez el 
caso de los componentes celulares es el más claro, refieren a las partes de la célula o el ambiente 
extracelular en donde se encuentra localizado un producto génico. Estos productos génicos 
pueden estar localizados en una o más partes de la célula y su ubicación podrá ser altamente 
específica, por ejemplo al formar parte de un complejo macromolecular en particular, que es 
una asociación estable y persistente de macromoléculas que funcionan en conjunto. A partir de 
los términos de GO asignados a isotigs y singletons, 13142 términos se asignaron a “Procesos 
Biológicos”, 17188 términos se asignaron a “Funciones moleculares”  en referencia a procesos 
elementales del metabolismo y 9911 términos a “Componentes celulares” (Figura 22). 
Continuando con la asignación funcional, a través del software BLAST2GO, se pudo evidenciar 
que de entre los 11 procesos biológicos diferentes, la mayoría de los transcriptos fueron 
asignados a procesos celulares (8422) o a procesos metabólicos (7951) (22 A). Las subcategorías 
representadas mayoritariamente entre las funciones moleculares fueron de unión (12296), 
actividad catalítica (8818) y transportadoras (1389)  (22 B). En la categoría de componentes 
celulares, todos los transcriptos allí anotados fueron clasificados en ocho subcategorías, siendo 
las más representadas: partes celulares (6903), partes de la membrana celular (2714) y 





Figura 22. Anotación funcional de los transcriptos ensamblados. A. Procesos biológicos, 13142 
términos; B. Funciones moleculares (procesos regulatorios elementales) 17188 términos y C. 




Para una caracterización más profunda del transcriptoma de D. longicaudata, se realizó una 
búsqueda de aquellas secuencias que estuvieran asociadas específicamente a las funciones 
involucradas en la determinación del sexo y a los procesos del desarrollo implicados en la 
reproducción y la determinación sexual. Estos términos se encuentran clasificados dentro de la 
categoría de procesos biológicos (Tabla 9). Un total de cuatro secuencias fueron anotadas  como 
relacionadas a la determinación del sexo (GO:0007530). En un nivel más esecífico, estas 
secuencias fueron anotadas bajo funciones primarias de determinación del sexo (GO:0007538), 
línea somática (GO:0007539) y línea germinal (GO:0007542; específicamene línea germinal 
femenina GO:0018992; GO:0019099 y GO:0030237). Se hallaron asimismo diez secuencias 
relacionadas a procesos reproductivos entre las cuales cabe destacar a los isotigs00949 y 00948 
que representan variantes del mismo transcripto. Esto podría reflejar potenciales variantes de 
“splicing” alternativo del ARNm asociadas al sexo (Tabla 9).  
 
Tabla 9. Secuencias involucradas en la determinación del sexo 















sexo primaria, soma 
GO:0007539 HWRCMJ02HFI99 SSR_801; 326-355 
SSR_802: 160-171 
Determinación del 
sexo primaria; línea 
germinal 
GO:0007542 HWRCMJ02IL9LL  





Formación del huevo 
derivada del 
germario 
GO:0008103 Isotig02368 SSR_537; 936-951 
Individualización del 
esperma 
GO:0031011: isotig00948 SSR_280; 1083-1102 
GO:0031011 isotig00949 SSR_279; 1083-1102 
SSR_333; 2120 
GO:0008407 isotig04171 SSR_777; 592-601 
Formación del 
apéndice dorsal 




células del folículo 
ovárico 












Determinación del sexo en Diachasmimorpha 
longicaudata
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3. Análisis de genes candidatos  
3.1. Validación de resultados de secuenciación 
La obtención masiva de datos por pirosecuenciación 454 generó una enorme cantidad de 
información que debe ser validada a fin de determinar un criterio válido y confiable para la 
interpretación de datos. A fin de confirmar las tendencias de los perfiles de expresión 
caracterizados para los sexos, se seleccionó y analizó por RT-qPCR un grupo de transcriptos.  
 
3.1.1. Puesta a punto y determinación del rango de linealidad de 
la RT-qPCR: Genes de Referencia y Genes Candidatos. 
 
3.1.1.1. Puesta a punto de la RT-qPCR y construcción de las curvas de 
calibración 
La PCR en tiempo real (RT-qPCR) es una técnica robusta que permite cuantificar ácidos nucleicos 
con gran precisión gracias a su alta sensibilidad y al cuidadoso análisis estadístico que requiere. 
Si bien existe una gran variedad de aplicaciones y métodos de análisis de resultados en relación 
a la aplicación que se requiera, aun no se cuenta con un criterio formal de  validación de la 
expresión diferencial. Por este motivo, es necesario tomar criterios estrictos a fin de obtener 
resultados confiables y reproducibles. Para este sistema fue necesaria la elección y puesta a 
punto de Genes de Referencia (GR).  
3.1.1.1.1. Elección de GR  
Se seleccionaron como GR a la β actina y el factor de elongación 1 α, en base a datos 
bibliográficos (Infante et al., 2008) y ensayos previos en A. mellifera dentro del grupo de trabajo 
(Scannapieco et al., 2011). Los cebadores específicos y las identidades de las secuencias se 
encuentran listadas en la Tabla 11. En ambos casos fue necesario corroborar su aplicabilidad 
como GR (Hellemans et al., 2007) ya que se trata de un sistema del que no se cuenta con datos 
previos. Como se observa en el apartado siguiente y en la tabla 11, tanto el rango dinámico como 
los valores obtenidos para las muestras con ambos GR permitieron su uso. 
Tabla 11. Parámetros de validez de GR. Coeficiente de variación (CV, aceptable menor a 25%) y 
M (aceptable menor a 0,5). 
Resultados – Determinación del sexo en D. longicaudata 
67 
 
Gen CV M 
β-actina 13,7 0,13 
Factor de elongación 1 α 12,4 0,12 
 
3.1.1.1.2. Elección de los GI 
En esta sección se busca evaluar la validez de los resultados obtenidos por medio de 
transcriptómica en relación a la expresión sexo-específica. Los genes de interés (GI) 
seleccionados para evaluar las tendencias de expresión fueron tres de los isotigs que mostraron 
diferencias significativas entre los sexos por medio de pirosecuenciación según los criterios 
adoptados previamente descriptos. Los isotigs seleccionados se muestran en la Tabla 10, 
también pueden observarse los valores de eficiencia de amplificación de los cebadores 
diseñados sobre las secuencias de estos transcriptos.  
 
3.1.1.2. Curvas de calibración 
A fin de determinar el rango dinámico de las diferentes reacciones y la eficiencia de los pares de 
cebadores utilizados se construyeron curvas de calibración para cada uno de ellos. El material 
usado como molde para estas curvas se obtuvo a partir de diluciones seriadas del producto 
purificado de PCR correspondiente a cada par de cebadores. En los diferentes casos fueron 
utilizadas al menos cuatro diluciones entre el rango de -2 y -8 para construir la curva y 
determinar el rango dinámico de la reacción donde es válida la cuantificación. Una vez 
construidas las curvas de calibración se analizaron los picos de desnaturalización de los 
productos de PCR y se procedió a la secuenciación de los mismos para confirmar la identidad de 
los productos. 
En todos los casos se obtuvo un rango dinámico que incluía las muestras permitiendo su 
cuantificación con un mínimo margen de error, así como una buena eficiencia de reacción, entre 
90 y 110% que son los márgenes aceptables (Kubista et al., 2006) (Tabla 11).  
Del mismo modo que se procedió a evaluar los parámetros de la reacción para los GR, se 
evaluaron también para todos los Genes de Interés (GI). Los resultados de las eficiencias de 
amplificación se muestran en la Tabla 10. A modo ilustrativo se muestra en la Figura 23 una de 
las Curvas de Calibración construidas para el GI dsx. 
 




Figura 23. Curvas de amplificación de RT-qPCR para el gen dsx. Se muestran las curvas de 
fluorescencia en el tiempo (A); las curvas de desnaturalización (B) y las curvas de calibración (C). 
Finalmente se muestran en la Tabla D los valores obtenidos para la Curva de calibración 
mostrada en C. 
 
Tabla 11. Cebadores específicos y características de la RT-qPCR. 
ID Nombre Mejor hit en  
BLAST 





Isotig009459 β-actina [NP_511052; 
XP_001986647] 
Fw agcacccagtcctcttgac 182 93.0 
Rv aacaccatcacccgagtcc 
Isotig00208 Factor de 
elongació
n 1 α 
[BAM18878; 
BAG30769] 


























Fw ttgttccaggcagctaagca 156 103 
Rv gtcacgagtattcaggggca 
isotig06880 Fem 1-like [EFN89777; 
EFN60633] 
Fw tggttggggaggaaggaaga 239 91.3 
Rv taaggtcacggtcgcagttg 
isotig08283 doublesex [XP_003700217; 
ABW99103] 
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3.1.2. Validación de los patrones de expresión por medio de análisis 
comparativo 
Si bien las técnicas de secuenciación masiva NGS generan una enorme cantidad de información 
y permiten un análisis de estas secuencias, estos resultados deben ser validados por medio de 
técnicas más precisas y sensibles. En el caso de la pirosecuenciación 454 (Roche) el análisis de 
expresión diferencial debe ser corroborado para establecer la validez del ensayo seleccionando 
genes y confirmando las tendencias de expresión. La técnica elegida para llevar a cabo esta 
validación, por las razones expuestas previamente, es la RT-qPCR.  
Los resultados obtenidos por comparación de las dos técnicas se muestran en la Figura 24. Para 
el isotig02512 se encontró, tanto por pirosecuenciación como por RT-qPCR, que se encuentra 
sobreexpresado en machos. En el caso de la pirosecuenciación se vio un incremento de 34 veces 
y alrededor de 105 veces por medio de RT-qPCR (p=5x10-07) (Figura 24). Para el isotig01415, se 
encontró un incremento de la expresión de 329 veces por medio de la secuenciación de ARN en 
los machos. Por medio de RT-qPCR se observó el mismo patrón, confirmando la sobreexpresión 
en machos con un nivel de sobreexpresión de 940 veces (p=1.5x10-6) (Figura 24). Por el contrario, 
para el isotig03151, se observó la tendencia inversa, sobreexpresándose en hembras por 441 
veces por medio de secuenciación de ARN y con un nivel de sobreexpresión de 15 veces al 
evaluarla por la técnica de RT-qPCR (p=10-6) (Figura 24). Estos resultados sugieren que al analizar 
los datos de lecturas de pirosecuencición de ARN normalizadas, a partir de un determinado 
umbral de corte, los datos podrán ser usados de manera confiable para la determinación de 
perfiles de expresión.    




Figura 24. Comparación entre los resultados de expresión obtenidos por medio de NGS y RT-
qPCR. En la columna de la izquierda se observan los resultados de NGS y en la columna de la 
derecha se observan los resultados obtenidos por RT-qPCR para los mismos transcriptos. UE 
indica las unidades de expresión y NQR es la cantidad relativa normalizada (ver materiales y 
métodos para una definición más amplia).  




3.2. Análisis comparativo del transcriptoma 
A partir de las tres bibliotecas de ADNc secuenciadas y ensambladas, se realizó una comparación 
entre las bibliotecas generadas para hembras y machos adultos de D. longicaudata con la 
finalidad de  encontrar las diferencias entre sexos. Esto se llevó a cabo apuntando a descubrir 
potenciales candidatos a estar involucrados en las vías de determinación del sexo observando 
las diferencias sexo específicas en los patrones de expresión medidos. Los sexos son 
morfológicamente distintos y cumplen funciones biológicas diferentes, por lo que en este 
estudio se evaluaron los genes con los patrones de expresión que presentaron mayor diferencia 
entre estas dos condiciones. Estas secuencias diferencialmente expresadas se muestran en la 
Figura 25, evidenciando que existe un mayor nivel de expresión en el caso de las hembras para 
la mayoría de las secuencias.   
Un análisis más detallado de las secuencias que presentaron una diferencia de expresión entre 
sexos, considerando como diferentes a todas aquellas secuencias que presentaron una 
diferencia de más de 10 veces, reveló que en total 98 transcriptos mostraban una tendencia a 
estar diferencialmente expresados entre hembras y machos adultos (Anexo 4). Entre estas 
secuencias, 59 de ellas se vieron sobreexpresadas en las hembras mientras que 39 secuencias 
se vieron sobreexpresadas en machos (Anexo 4).  
De entre las secuencias sobreexpresadas en hembras puede observarse un grupo de transcriptos 
que tienen un nivel de expresión similar y pertenecen al grupo de isotigs que abarca desde el  
isotig00184 hasta el isotig00195; dichos transcriptos conforman el isogrupo00011 que no tiene 
función asignada. Estos transcriptos se muestran en la Figura 25 dentro del recuadro verde. Para 
hacer un análisis más profundo de estas secuencias que se agruparon bajo un mismo isogrupo 
(recordar que es equivalente a un locus génico) se alinearon a fin de evaluar la existencia de 
diferencias entre ellas, haciendo hincapié en aquellas que pudieran representar variantes de 
“splicing” de ARNm. Al observar el alineamiento estas secuencias se dividen en dos grupos, 
mostrando cambios puntuales de bases y una deleción de tres bases en la posición 414-416 
(Anexo 6). Al hacer una nueva búsqueda por medio de BLASTx, estas secuencias se encuentran 
en especies relacionadas de himenópteros como F. arisanus, T. pretiosum, M. rotundata, N. 
vitripennis y A. mellifera. En todos los casos la secuencia se encuentra registrada como no 
caracterizada. Sería necesario hacer una evaluación más profunda de este grupo de secuencias 
en relación a su función biológica dadas las características que presentan y el hecho de que no 
se encuentran identificadas funcionalmente.  
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Se pudo estimar de esta manera, que aproximadamente el 1,2% del transcriptoma muestra un 
cambio en al menos diez veces en su expresión entre sexos, con una mayoría de transcriptos 
sobreexpresandose en hembras. Es interesante observar que pese a las diferencias entre 
machos y hembras y a las particularidades del ciclo de vida D. longicaudata, la mayor parte del 
transcriptoma se expresa de manera estable entre ambos sexos. Entre estos grupos de 
transcriptos se encuentra una porción de los mismos que no han podido ser anotados, 
sugiriendo que estos formarían parte del transcriptoma específico de D. longicaudata (Anexo 5, 
Tabla A1). 
 
Figura 25. Transcriptos expresados diferencialmente entre hembras y machos adultos de D. 
longicaudata. Se muestran en recuadros rojos los transcriptos utilizados para corroborar los 
resultados de transcriptómica por medio de RT-qPCR. En el recuadro verde se muestra un grupo 
específico de transcriptos que se sobreexpresa en hembras y adicionalmente pertenece al 
isogrupo00011. 
 
3.3. Selección de genes de determinación del sexo 
De acuerdo con análisis filogenéticos, el sistema ancestral de determinación del sexo dentro del 
orden Hymenoptera es el de alelos complementarios (CSD) y es una característica reconocida 
de la reproducción de los himenópteros aunque actualmente no puede determinarse si el 
estado ancestral fue sl-CSD o ml-CSD (Asplen et al., 2009).  El mecanismo CSD comprende la 
acción de varios genes en cascada como csd/tra, fem, y dsx; y si bien es mayoritario entre los 
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Determinación del Sexo por medio del Efecto de “Imprinting” Genómico Materno (MEGISD), 
presente en especies como N. vitripennis (Verhulst et al., 2010, 2013). En función de estos 
sistemas previamente caracterizados y los datos obtenidos para D. longicaudata se realizó una 
selección de transcriptos candidatos a estar involucrados en la determinación del sexo. La 
selección se llevó a cabo según dos criterios. En primer lugar se hizo una búsqueda de todos 
aquellos transcriptos que presentaron una diferencia en la cantidad de lecturas entre la 
biblioteca de ADNc de hembras y la de machos adultos (diferencia de 10 o más veces). En 
segundo lugar, se seleccionaron aquellos transcriptos que presentaron homología con los genes 
previamente caracterizados en otras especies de artrópodos como involucrados en los 
mecanismos de determinación del sexo: fem y dsx.  
3.3.1. Caracterización de transcriptos previamente obtenidos: csd 
Retomando lo discutido en  la sección 1 acerca de los genes candidatos a estar involucrados en 
los mecanismos de determinación del sexo para D. longicaudata, se buscó identificar ahora 
sobre la base de datos generada por transcriptómica para el parasitoide, los fragmentos 
secuenciados en ADN y ADNc que inicialmente se creía que formaban parte del transcripto 
correspondiente al gen csd. Al comparar estas secuencias con la base de datos para el 
parasitoide, se encontró que los fragmentos considerados previamente como Región 
conservada y Región variable formaban parte de dos transcriptos diferentes sin relación alguna 
con el gen csd. En el caso de la región conservada mostró un 100% de homología con el 
isotig002035, que tuvo como mejor hit de BLASTx una metalo-endopeptidasa 1 de A. mellifera; 
mientras que para la región variable tuvo una homología de 100% con el isotig02265, cuyo mejor 
hit en BLASTx fue el Miembro 4 de la  subfamilia G del cassette de unión a ATP de Fopius arisanus 
(Hymenoptera: Braconidae) [XP_011299286.1].  
 
3.3.2. Caracterización de secuencias de genes candidatos 
identificados por transcriptómica 
 
En una segunda aproximación, se encontraron secuencias homólogas a genes que ya se han 
identificado como involucrados en la determinación del sexo (Beye et al., 2003; Hasselmann et 
al., 2008; Werren et al., 2009; van de Zande and Verhulst, 2014). A través de la búsqueda por 
medio de BLASTx, se centró la atención en fem, regulador rio arriba conservado, 
[NP_001153369; EFN87550; NM001159897.1; XM008553448.1; XM003704454.1; 
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XP008559611.1; EFN89777.1; XP003703392.1; XP006608847.1; EFN60633] y en el efector 
altamente conservado dsx [gi|383849166; gi|383849165; XP003395766; ABW99103.1; 
NP001128407.1; XP_003700217]. De este modo se hallaron secuencias de interés en el set de 
datos ensamblados para D. longicaudata que presentaron homología a los genes mencionados 
a nivel proteína (BLASTx): los isotigs 07202/06220 y 06880/06880b que presentaron homología 
funcional con fem; y los  isotigs 08283/00774/00775 que presentaron homología funcional con 
dsx.  
Para la correcta identificación de los transcriptos mencionados,  se continuó con la 
caracterización de los mismos a fin de obtener la mayor porción de secuencia posible.  
 
3.3.2.1. Feminizer 
El gen feminizer (fem), ortólogo al gen trasformer (tra), ha sido ampliamente caracterizado en 
insectos holometábolos como el gen ancestral encargado del control del desarrollo sexual y de 
la regulación del splicing alternativo del efector dsx. Este gen es el progenitor conservado del 
gen csd que adquirió una nueva función en el sistema de determinación del sexo por alelos 
complementarios presente en más de 60 especies de himenópteros (Hasselmann et al., 2010), 
entre ellas, D. longicaudata (Carabajal Paladino et al., 2015).  
 
 
Figura 26. Esquema del gen fem y csd en A. mellifera. Se muestran los exones en forma de cajas: 
en verde y los intrones en líneas negras. En el caso del gen fem  se muestra el resultado del 
“splicing” alternativo para los sexos (Gempe et al., 2009).  
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Como resultado de la búsqueda por similitud (BLASTx) al gen tra/fem a partir de las secuencias 
obtenidas por transcriptómica, se identificaron cuatro secuencias que presentaron un alto grado 
de homología a nivel dominio funcional con  las proteínas TRA/FEM caracterizadas en otros 
himenópteros. Los dominios conservados identificados se obtuvieron a partir de la base de datos 
de proteínas PDB (http://www.wwpdb.org/) y se utilizaron en los alineamientos realizados entre 
las secuencias de D. longicaudata identificadas como variantes de fem y las mejores 
coincidencias obtenidas por medio de BLASTx.  
Si bien es posible ubicar pares de isotigs con un porcentaje alto de homología sobre variantes 
de las secuencias de la proteína FEM, para las dos variantes halladas existe un fragmento común 
sobre el dominio funcional conservado correspondiente a la familia de las Ankrinas, 
especificmente Ank_4. En esta zona podemos ubicar tanto al isotig06880 como al isotig06260 
que a su vez presentan en combinación con el isotig06880b y el isotig07270 respectivamente, 
mayor homología, en el primer caso con las secuencias denominadas fem-1 homolog CG6966; y 
en el segundo caso con las denominadas fem 1-like en especies relacionadas.  
 
3.3.2.1.1. Alineamiento general para las variantes de feminizer  
Al observar que los isotigs previamente mencionados podrían estar formando parte de 
secuencias nucleotídicas codificantes para variantes de la misma proteína, se llevó a cabo un 
alineamiento general de las secuencias proteicas que mostraron mayor similitud con los isotigs 
correspondientes a D. longicaudata por medio de BLASTx.  
Es interesante notar que si bien las secuencias son diferentes existen zonas comunes a ambas 
variantes, la variante 1 correspondiente a fem-1 homolog CG6966 y la variante 2, fem-1 
“homolog B”. El inicio de ambas variantes, al igual que la región central, presenta mayor 
variabilidad. Las regiones conservadas en las secuencias (resaltadas, Anexo 7) como era de 
esperarse se encuentran en las zonas de los dominios funcionales, desde la posición 110 a la 
posición (recuadros sólidos, Anexo 7).  
-Variante 1: Isotig06680 e Isotig06680b 
Los alineamientos por medio de BLASTx a partir del isotig06680 y 06680b arrojaron dos dominios 
conservados putativos vinculados con la función del gen fem. En este caso sobre uno de los 
fragmentos del isotig06680 se pudo localizar el dominio conservado ANK_2, de la superfamilia 
de las Ankrinas (Pfam12796) (Anexo 7). Se puede observar que según el marco de lectura que 
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se considere se traducirá una u otra versión del dominio conservado. Al probar los diferentes 
marcos de lectura, al alinear con los marcos +1 y +3 se logra evidenciar la homología con los 
dominios, siendo mejor la cobertura de secuencia al utilizar el marco en +3 (Figura 27 A) 
(cobertura 71%, identidad de 98% y e-value 9e-80).  Al alinear el isotig06680b, se observó que 
también posee un dominio conservado de ANK,  de la superfamilia de las Ankrinas (pfam13637) 
con una cobertura del 99%, identidad del 92% y e-value de 3e-132 (Figura 27 B). Para este 
fragmento el marco de lectura adecuado es el -1. 
 
 
Figura 27. Alineamiento en BLASTx de las secuencias correspondientes al Isotig06880 (A) y 
06880b (B).  
Como puede observarse en la Figuras 27, el mayor porcentaje de homología en ambos casos es 
el mismo organismo y corresponde a la misma secuencia [XP_015126732.1] perteneciente a 
Diachasma alloeum (Muesebeck) (Hymenoptera: Braconidae), un pequeño parasitoide del 
gusano de la manzana Rhagoletis pomonella (Walsh) (Diptera: Tephritidae).  El hecho de que 
ambos fragmentos presentaran homología con la misma secuencia permitió alinearlos sobre la 
misma y así diseñar cebadores específicos a fin de recuperar la porción central faltante del 
transcripto (Anexo 7). Al observar el resto de las secuencias que presentan homología con los 
isotigs utilizados para construir la variante 1, se evidencia que también tienen un grado de 
homología con la variante denominada feminizer 1-like, si bien es menor esta región se 
corresponde con el dominio funcional conservado correspondiente a la familia de las Ank_2.  
A fin de tener un panorama comparativo entre las secuencias correspondientes a la variante 1 
se alinearon las secuencias protéicas de D. alloeum y F. arisanus [XP_011315450.1], especies 
cercanas filogenéticamente a D. longicaudata; N. vitripennis [XP_008207912.1] y A. mellifera 
[XP_006564184.1].   
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Al observar el alineamiento se ve que para D. longicaudata la secuencia protéica contiene un 
fragmento inicial que no está presente en la secuencia correspondiente a D. alloeum. También 
puede verse que los dos dominios conservados que posee la proteína se encuentran presentes 
en D. longicaudata.  
A partir de los cebadores diseñados y utilizando ADNc como templado se logró amplificar por 
PCR de punto final el fragmento central correspondiente al gen fem que no se había logrado 
secuenciar previamente. Con las secuencias alineadas se ensamblaron o confirmaron las 
diferentes porciones del transcripto, verificando la homología de secuencia (Anexo 8).  
La longitud del fragmento que se logró ensamblar para esta variante de fem fue de 2068bp y se 
logró identificar sobre ella dos dominios conservados de la familia de las ankrinas: Ank_2 y 
Ank_4 según Pfam (pfam12796 y pfam13637, respectivamente).  
Sobre este ARNm construido a partir de la secuenciación de los fragmentos obtenidos por PCR, 
se diseñaron los cebadores específicos para llevar a cabo las RT-qPCR. Se consideró, entre otras 
cosas, para la elección del mejor par de cebadores que estos flanquearan los segmentos más 
conservados de la secuencia.  
-Variante 2: Isotig06220 e Isotig07202, fem-1 homolog 
Los alineamientos a partir del isotig07202 y el isotig06260 mostraron nuevamente homología 
con el dominio conservado de las ankrinas, Pfam12796 Ank_2. El isotig07202 mostró homología 
de secuencia para la traducción de la secuencia en el marco de lectura +3. Sin embargo no se 
alineó con dominios conservados (cobertura 20%; identidad del 98% y e-value de 4e-19).  
En el caso del isotig06260 se observó homología de secuencia con la traducción en el marco de 
lectura en -1 (cobertura 99%; identidad del 88% y e-value de 2e-159) para el dominio funcional 
que la identifica como fem-1 homolog (Figura 28).  Ambos isotigs presentaron el mayor grado 
de homología y la mejor cobertura con la misma secuencia: fem 1-homolog B de Fopius arisanus 
(Sonan) (Hymenoptera: Braconidae), [XP_011314979.1] (Anexo 8). F. arisanus,  especie 
parasitoide de la mosca de la fruta utilizado como controlador biológico (Manoukis et al., 2011). 
En este caso al alinear las secuencias de nucleótidos para ambos isotigs sobre la secuencia de F. 
arisanus [XP_011314979.1] sobre la que mostraron el mayor grado de homología se observa 
que ambas se encuentran en los extremos de la secuencia dejando el sector central del 
transcripto sin cubrir. A fin de completar la secuencia del transcripto se amplificaron por PCR de 
punto final y se secuenciaron diferentes fragmentos (ver cebadores en materiales y métodos).  
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La secuencia construida para D. longicaudata ensamblando los resultados obtenidos por 
pirosecuenciación 454 y PCR de punto final logra cubrir la extensión de la secuencia de F. 
arisanus con la que mayor grado de similitud mostró, comprendiendo un total de 2654 
nucleótidos. Los 174 nucleótidos iniciales de F. arisanus no se cubren con la secuencia de D. 
longicaudata, que a su vez posee una región final de mayor longitud.  
 A partir de las amplificaciones por PCR de punto final se logró identificar diferencias entre las 
secuencias provenientes de individuos hembras y machos. Si se observa el alineamiento en  
primer lugar, puede verse una inserción de una C en la posición 1036 para el caso de las hembras. 
A continuación a partir de la posición 1047 y hasta la posición 1330 en donde vuelve a observarse 
mayor similitud en la secuencia, se presenta la mayor diferencia (recuadro, Anexo 7). Sin 
embargo, algunas posiciones se encuentran conservadas incluso en la secuencia de F. arisanus 
(resaltadas en amarillo, Anexo 7). La posición 1425 marca el comienzo de una región variable 
que alcanza hasta la posición 1538. En este punto comienza para los machos, finalizando la 
posición 1611 en una serie de T, nuevamente una región diferencial.   
Finalmente, a partir de la posición 1906 se comienza una región conservada para machos y 
hembras que se extiende hasta la posición 2363. A continuación se observa que la secuencia 
correspondiente a las hembras continúa hasta la posición 2828. 
 
 
Figura 28. Alineamiento de los isotigs07270 y 06202 por medio de BLASTx con la base de datos 
del NCBI. Se observa para e isotig06202 que en el marco de lectura -1 alinea con la superfamilia 
de las ankrinas.  
 
3.3.2.2. Doublesex: Isotig08283 e Isotigs00774/5 
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Los alineamientos de este grupo de secuencias en la base de datos del NCBI por medio de BLASTx 
mostraron homología a las secuencias previamente caracterizadas como dsx (Figura 32, Anexo 
9). Las más altas homologías para estas secuencias fueron F. arisanus, proteína   
X1/X2[XP_011307439.1] y Microplitis demolitor (Hymenoptera: Braconidae) isoformas X1/X2 
[XM_008556338.1]. En este caso se analizaron los isotigs 00774 y 00775 que presentaron 
homología de secuencia y se alinearon con el dominio conservado de unión al ADN del extremo 
N-terminal de la proteína. Para el isotig00774 el marco de lectura adecuado fue +3 con una 
cobertura 25%; identidad del 70% y e-value de 1e-10, mientras que para el isotig00775 el marco 
de lectura utilizado fue +2 con una cobertura del 25%; una identidad del 70% y un e-value de 3e-
9 (Figura 29 A, Anexo 9). Para el caso del isotig08283 en el marco de lectura +2 puede verse en 
la Figura 29 B que se alinea con el dominio conservado de dimerización de DSX (cobertura 88%; 
identidad; 70% y e-value 2e-56).  
En el alineamiento realizado entre las proteínas que presentaron el mayor grado de homología 
y los isotigs obtenidos en los marcos de traducción correspondientes, puede observarse que si 
bien las secuencias protéicas varían, en las zonas en las que se ubican los dominios funcionales 
de la proteína DSX podemos observar para las secuencias correspondientes a D. longicaudata la 
presencia de los aminoácidos conservados en estas posiciones. Esta situación se repite tanto 
para el dominio de unión al ADN presente en las posiciones del alineamiento 27 a 80, como para 
el dominio de dimerización del extremo C-terminal de la proteína, presente en las posiciones 
180 a 239 del alineamiento (Anexo 9).  En el extremo C-terminal se pueden observar en el 
recuadro azul los aminoácidos que se corresponden con las diferentes isoformas de la proteína, 
tanto para las secuencias de F. arisanus y M. demolitor, como para D. longicaudata. En el último 
caso, se hallaron tres secuencias diferentes para la proteína.   
En el caso de este transcripto se logró cubrir la secuencia casi en su totalidad por medio del 
alineamiento de secuencias obtenidas por medio del experimento de pirosecuenciación, 
pudiendo incorporarse a la secuencia, además de los ya mencionados isotigs algunos singletones 
que al traducirlos en el maro correcto alinearon con las secuencias DSX de F. arisanus y M. 
demolitor permitiendo construir de manera más completa la secuencia para D. longicaudata 
(Anexo 9). 




Figura 29. Alineamiento de los isotigs 08283 (A) y 0774 en BLASTx.  
Al alinear las variantes de las secuencias nucleotídicas correspondientes a dsx para las especies 
con las que mayor homología presentaron los isotigs de D. longicaudata, se observa que las 
variantes de “splicing” del ARNm para las especies se encuentran en el centro de la secuencia y 
sobre el final, presentando diferentes longitudes. Adicionalmente se observa que las secuencias 
tienen segmentos de diferentes longitudes al inicio que no presentan un alto grado de similitud 
(Anexo 10). 
Al incorporar las secuencias nucleotídicas obtenidas para D. longicaudata, tanto por 
pirosecuenciación como por secuenciación de productos de PCR de punto final (ver materiales 
y métodos), observamos un patrón similar al previamente descripto para las secuencias de las 
especies relacionadas. Se tomó de cada especie la secuencia de mayor homología y sobre ella 
se alinearon las secuencias correspondientes a D. longicaudata. Como puede observarse, la 
región inicial de los isotigs 00774 y 00775 está conservada pero presenta un bajo nivel de 
homología con las dos especies con las que se la está comparando, así como estas muestran que 
sucede lo mismo entre ellas.  La zona de mayor homología entre secuencias se da en la región 
entre los 1227-1381 nucleótidos para D. longicaudata con 1082-1236 para M. demolitor. En la 
región central del transcripto es en donde mayores diferencias se observan, incluso entre las 
secuencias correspondientes a D. longicaudata. En esta zona se observa en primer término un 
corrimiento de tres pares de bases para una de las variantes (posiciones 1381 a 1383 del 
alineamiento); en segundo término la región del 1523 al 1616 presenta dos “gaps” en una de las 
variantes que terminará en esta posición. Se observan varios “gaps” de corta extensión en la 
región entre los 1667 a 1705 nucleótidos y uno de mayor extensión entre los 1820 y 1844 
nucleótidos. Alrededor de la posición 1898 se ve el final de otra de las variantes encontradas y 
la secuencia de mayor longitud contiene 2209 pb (Anexo 10).  
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3.4. Análisis de  expresión diferencial entre sexos: genes 
de determinación del sexo 
3.4.1. Expresión diferencial en adultos  
A fin de evaluar si los transcriptos identificados por homología como variantes de fem y dsx se 
encontraban expresados diferencialmente entre hembras y machos adultos se analizaron tanto 
los resultados obtenidos por secuenciación NGS como los que se obtuvieron por medio de RT-
qPCR. Ninguno de los transcriptos que se identificaron alcanzó los valores de corte como para 
afirmar que se encontraban diferencialmente expresados por medio de los resultados de 
transcriptómica. Con la finalidad de evaluar la existencia de la diferencia de expresión mediante 
RT-qPCR se diseñaron cebadores específicos para los transcriptos y se evaluaron la eficiencia de 
amplificación y el rango dinámico en cada caso (Tabla 11).  
En principio, los resultados de pirosecuenciación muestran que para ambas variantes del 
mensajero fem habría una sobreexpresión en hembras adultas (Figura 30). Sin embargo, como 
se mencionó no  alcanzaron a superar el valor de corte, por lo que las tendencias observadas 
tuvieron que ser evaluadas en todos los casos por RT-qPCR. En el caso del isotig06880, o variante 
1, la tendencia observada por medio de secuenciación de ARN fue la sobreexpresión en hembras 
adultas. Al evaluar esta diferencia por medio de RT-qPCR, se revierte la tendencia observada. El 
resultado arrojado por esta técnica indica que este ARNm se encuentra sobreexpresado en 
machos con un R asociado de 1,8 (p=0,0001) (Figura 33). Estos patrones de expresión opuestos 
detectados para el isotig06880 pueden deberse a que se contaba con un bajo recuento de 
lecturas provistas por la secuenciación de ARN. La RT-qPCR conlleva un análisis estadístico 
robusto y es por ello una técnica mucho más confiable.  
Para el isotig07202, denominado anteriormente como variante 2, se observó  por medio de la 
pirosecuenciación de ARN una tendencia que marcaba una sobreexpresión en hembras. Si bien 
no alcanzaba el valor de corte fijado anteriormente para evidenciar una diferencia de expresión 
concreta, podía estimarse una sobreexpresión en hembras adultas de D. longicaudata. Esta 
tendencia fue evaluada por medio de RT-qPCR y fue confirmada, mostrando un R de 1,2 veces 
mayor expresión en hembras adultas (p=0,02) (Figura 30). Estos patrones de expresión opuestos 
encontrados para las variantes de fem podrían responder a sus funciones específicas en los 
diferentes sexos. Este aspecto requiere una caracterización funcional más profunda. 
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Para el isotig08283, homólogo a dsx, no se detectó una diferencia de expresión significativa 
entre sexos por medio de ninguna de las dos técnicas aplicadas (Figura 30). La diferencia por 
medio de RT-qPCR arrojó un valor marginalmente significativo (p=0,09) luego del análisis 
estadístico. Si se observan las tendencias, habría mayor expresión en machos. Ya sea por baja 
cantidad de lecturas en secuenciación de ARN o por un error relativamente grande en los valores 
normalizados de Cq para RT-qPCR no se pudieron obtener diferencias significativas en este caso. 
Esto podría deberse a que la regulación a cargo del efector dsx se da fundamentalmente por 
“splicing” alternativo del mensajero en lugar de tratarse de una diferencia de expresión.  




Figura 30. Comparación entre los resultados de expresión obtenidos por medio de NGS y RT-
qPCR para los GI homólogos a fem y dsx. En la columna de la izquierda se observan los resultados 
de NGS y en la columna de la derecha se observan los resultados obtenidos por RT-qPCR para 
los mismos transcriptos.  
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3.4.2. Expresión diferencial  a lo largo del desarrollo 
Para el estudio y evaluación de los GI que se han identificado como homólogos a fem y dsx, 
involucrados en las cascadas de determinación del sexo, se llevó a cabo un análisis a lo largo del 
desarrollo de individuos de D. longicaudata. Los genes involucrados en estas vías regulatorias 
son objeto de varios estudios incluso en la actualidad y es fundamental evaluar los cambios en 
sus patrones de expresión durante el desarrollo. 
3.4.2.1. Obtención de muestras y establecimiento de modificaciones a los 
protocolos  
 
3.4.2.1.1. Relación de masa y cantidad de individuos vs estadio del desarrollo:  
 
Para llevar a cabo las extracciones de ARN a lo largo del desarrollo se ajustó, principalmente 
para los estadios iniciales, la cantidad de individuos utilizados como material de partida a fin de 
alcanzar una cantidad aceptable de ácido nucleico. En la Tabla 12 se listan las cantidades de 
individuos utilizadas para conformar cada réplica biológica. Asimismo, se muestran en la Tabla 
12 a modo de ejemplo, resultados de la extracción de ARN y las medidas de calidad e integridad 
de algunas muestras. Las RT se llevaron a cabo según el protocolo establecido en la sección 1.1.3. 
Teniendo en cuenta que D. longicaudata es, como se mencionó anteriormente, haplodiploide y 
que es imposible distinguir entre hembras y machos en estadios inmaduros al menos hasta el 
estadio de pupa, se diseñó el experimento de manera que pudiera distinguirse el efecto de la 
presencia de machos en la muestras en contraste con muestras compuestas por ambos sexos. 
Con este propósito, se compararon dos grupos de individuos. El primero compuesto por 
individuos provenientes de hembras vírgenes, que estará compuesto exclusivamente por 
machos; y el segundo, compuesto por individuos provenientes de la cría que se conforma tanto 
de machos como de hembras.  
 
Tabla 12. Muestras de D. longicaudata en el desarrollo. Cantidad de individuos utilizados por 
réplica biológica, parámetros de calidad. Se muestra un valor representativo para cada estadio. 
Estadio Cantidad de 
individuos 
Concentración (ug/ul) Relaciones de absorbancia 
230/260 280/260 
Huevo 60 650,3 1,70 1,85 
Larva 1 30 982,1 1,82 1,75 
Larva 3 6 3452,9 1,80 1,93 
Pupa 10 2567,4 1,94 2,03 
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Adulto 15 2713,5 2,13 2,00 
 
3.4.2.2. Cuantificación a lo largo del desarrollo: validación de los GR 
Al momento de cuantificar es requisito contar con genes de expresión estable en todas las 
condiciones a ser analizadas. El caso particular del desarrollo plantea un desafío al momento de 
encontrar candidatos que cumplan estas condiciones. La expresión génica a lo largo del 
desarrollo es altamente variable ya que la diferenciación celular es dependiente de los patrones 
de expresión combinados de una gran cantidad de genes, motivo por el cual es dificultoso hallar 
aquellos que se mantengan constantes.  
Al contar con los dos GR utilizados anteriormente, se decidió evaluar  la posibilidad de utilizarlos 
a fin de poder contrastar todos los estadios en las condiciones ensayadas. Los valores obtenidos 
para los parámetros CV y M se muestran en la Tabla 13.  Si bien la variación interna reflejada en 
el CV es mayor que para las muestras de adultos únicamente, es lógico que así sea debido a que 
a lo largo del desarrollo los patrones de expresión de la β actina varían de un estadio al otro en 
algunas especies (Sindelka et al., 2006). En este caso ambos GR analizados presentaron valores 
aceptables para ser utilizados como GR a lo largo del desarrollo y entre grupos de las dos 
condiciones analizadas.  
 
Tabla 13. Validación de GR para estadios del desarrollo. 
Gen CV M 
β-actina 25,15 0,20 
Factor de elongación 1 α 24,04 0,21 
 
3.4.2.3. Patrones de expresión para los GI a lo largo del desarrollo 
Con el objetivo de evaluar el comportamiento de los GI identificados previamente en la sección 
3.3. se midió el patrón de expresión de los mismos a lo largo del desarrollo. Como se mencionó 
anteriormente, es imposible distinguir entre machos y hembras en estadios tempranos del 
desarrollo de D. longicaudata. Por este motivo y con la finalidad de distinguir posibles 
diferencias ligadas al sexo, los grupos comparados en esta sección se compusieron, por un lado 
de individuos de la cría de D. longicaudata que serán denominados grupo control y por otro lado 
de individuos provenientes de hembras vírgenes. El primer grupo se compuso de una mezcla de 
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machos y hembras que corresponde a la poporción sexual característica de la cría. El segundo 
grupo se conformó de individuos machos exclusivamente.  
En la figura 31 se observan los gráficos correspondientes a los perfiles de expresión de los GI. La 
información obtenida para construir los perfiles de expresión, tanto de las dos variantes 
identificadas como fem así como la secuencia construida para dsx debe analizarse e 
interpretarse con cuidado.  
En el caso de la variante 1, correspondiente a los isotigs06880 y 06880b, el perfil presenta un 
pico de expresión en el estadio inicial al observar la expresión en el tiempo. Al comparar entre 
muestras control y muestras vírgenes puede observarse que el NRQ es muy superior para las 
muestras control. El análisis estadístico por medio de ANOVA de dos factores muestra que 
existen efectos de interacción estadísticamnte significativos entre los factores analizados. Por 
este motivo, no es posible una interpretación clara y en conjunto de este grupo de resultados  
(Anexo 11). Se procedió a acontinuación a allevar a cabo el análisis de los fatores por separado 
a través de ANOVA de un factor. Para los diferentes estadios del desarrollo, el unico que 
presenta diferencias significativas con el resto es el Huevo (Anexo 11). Esto es coherente con  lo 
observado en la figura 31 A. Para las comparaciones entre control y virgen existen diferencias 
significativas en todos los estadios comparados. En el caso de los Huevos se sobreexpresa el 
transcripto en el grupo virgen alrededor de 10X (p˂0,0001).Para las larvas 1, la sobreexpresión 
en las muestras virgen es de alrededor de 7X (p=0,001). En las larvas 3 la sobreexpresión sigue 
dándose en las muestras vírgenes (aproximadamente 1,5X, p=0.0004). En pupas sigue 
manteniéndose una diferencia de expresión significativa (2X, p=0,002) y adultos se reveirte esta 
patrón, mostrando una sobreexpresión en los controles (2X, p=0,01). 
Al analizar el comportamiento de la segunda variante, correspondiente a los isotigs 07202 y 
06260, es evidente que en el estadio de pupa se da un pico de expresión del transcripto (Figura 
31 B). Al analizar los datos de NRQ (ANOVA de dos factores) para esta variante se observó que 
las contribuciones a la variación observada las aportan tanto los factores analizados como la 
interacción entre ellos. Es decir, las interacciones son estadísticamente significativas por lo que 
no puede hacerse una interpretación de estos resultados en conjunto. Al tomar los factores por 
separado y analizarlos por medio de ANOVA de un factor, se obtiene que para los diferentes 
estadios del desarrollo la variación en el NRQ es significativa, siendo las pupas el único estadio 
que presenta diferencias significativas (Anexo 11).  Al analizar el segundo factor, la condición, 
no se observan diferencias significativas no en Huevos ni en Larvas 3. Las Larvas 1 presentan 
sobreexpresión de alrededor de 4 veces en el grupo control (p=0,004). También se observan 
diferencias de expresión significativas en las Pupas (p=0,003) y en los adultos (p=0,012); 
sobreexpresandose el transcripto alrededor de 2 veces en los controles controles para ambos 
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casos. En este caso, las tendencias que se observaron en el gráfico concuerdan con el análisis 
estadístico.    
En el caso de los isotigs 08382 y 00774/5, homólogos a dsx, puede verse en el gráfico que los 
niveles de transcripto aumentan hasta alcanzar un pico en el estadio de pupa (Fiura 31 C).  
Cuando se analizan los resultados del ANOVA de dos factores, este arroja que las interacciones 
entre los dos fatores son significativas por lo que se requiere analizarlos individualmente. Al 
analizar el fator Estadio del desarrollo por medio de ANOVA de un factor se ve que existen 
diferencias significativas entre las muestras, atribuyéndose al estadio de pupa (p˂0,0001, Test 
Post Hoc de Bonferroni). Tomando la Condición como factor de análisis, los ANOVA de un factor 
muestran que existen diferencias significativas entre condiciones para Larvas 3 (2X, p=0,04), 
Pupas (2X, p=0,0003) y Adultos (60X, p˂0,0001). En todos los casos la sobreexpresión se da en 
el grupo control.  
 
























































































Diachasmimorpha longicaudata es un insecto endoparasitoide de especies de moscas dípteras 
y es actualmente considerado uno de los principales agentes de control biológico de estas 
plagas. Particularmente es utilizado en los programas de liberaciones aumentativas para el 
control de especies de moscas de la fruta de los géneros Anastrepha y Ceratitis en las zonas 
tropicales y subtropicales de América (Suarez et al., 2014). D. longicaudata presenta una alta 
flexibilidad adaptativa a las diferentes condiciones ambientales en las que ha sido liberado 
(Purcell, 1998; Montoya et al., 2007; Vargas et al., 2012); se adapta a la multiplicación en 
condiciones artificiales  de cría sobre diversos hospedadores como C. capitata, A. fraterculus y 
A. ludens (Ovruski et al., 2003b) y presenta gran habilidad para hallar a su hospedador ( López 
et al., 1999; Sivinski et al., 2000; García-Medel et al., 2007). Es escaso el conocimiento que se 
tiene acerca de la genética y metabolismo de esta especie.  En el grupo de trabajo se ha avanzado 
en la caracterización citogenética de D. longicaudata (Carabajal Paladino, 2011) y en aspectos 
genéticos referentes a su sistema de determinación sexual (Carabajal Paladino et al., 2015). 
Actualmente se conoce que esta especie presenta una determinación del sexo mediada por 
alelos complementarios con más de dos loci involucrados. Con esta información de base, se 
planteó avanzar en el conocimiento de las bases moleculares de la determinación sexual en D. 
longicaudata así como generar herramientas moleculares que permitieran evaluar la 
variabilidad genética de sus poblaciones. Los conocimientos generados en esta tesis resultan de 
importancia para el conocimiento y manipulación de las tasas sexuales de este insecto bajo cría 
artificial, de manera de favorecer la producción de hembras, sexo que permite implementar el 
control biológico en el campo. Esta información contribuirá a mejorar el rendimiento y la calidad 
de los insectos producidos ayudando a fortalecer la implementación de técnicas de control 
biológico amigables con el ambiente en nuestro país por medio del uso de parasitoides.  
Con la finalidad de conocer los genes intervinientes en la cascada de determinación del sexo en 
D. longicaudata se utilizaron distintas estrategias que involucraban la obtención de muestras de 
ARN y ADNc de alta calidad. Mediante la optimización de los protocolos se logró establecer una 
rutina de trabajo para la obtención de ARN de alta calidad evaluando los diferentes parámetros 
involucrados. Si bien se contaba con experiencia previa en el grupo de trabajo en la especie 
relacionada A. mellifera, este último presenta mayor tamaño que el parasitoide y posibilita la 
extracción de material genético a partir de un solo individuo. En contraste, la especie en estudio, 
D. longicaudata es un insecto pequeño y resultó dificultoso obtener ARN de la concentración y 




la RT como obtener la cantidad y calidad de material necesario para la construcción de 
bibliotecas de ADNc que serán utilizadas para la obtención del transcriptoma por 
pirosecuenciación. 
Si bien para las diferentes aplicaciones de la técnica de extracción de ARN, como 
Pirosecuenciación 454 y RT, se pueden introducir ligeras variaciones en el protocolo para 
obtener mayor cantidad de ácido nucleico o una mejor calidad del material, pueden hacerse 
algunas generalizaciones. En primer lugar, se observa que en general los mejores resultados para 
esta especie se encontraron al extraer ARN a partir de grupos de individuos. Cabe destacar que 
al incrementar el número de individuos se obtuvo una mejor representación de los transcriptos 
presentes, y asimismo, una mayor contaminación de la muestra con ADN. Esto puede deberse a 
que en una extracción de ARN utilizando un número elevado de individuos es más factible que, 
por encontrarse en gran concentración, aparezca ADN como contaminante, generando 
problemas particularmente al momento de llevar a cabo experimentos de cuantificación por RT-
qPCR. En segundo lugar puede decirse que el volumen de Trizol recomendado por el fabricante 
permitía una extracción de calidad aceptable, aun así, pudo observarse que al incrementar ese 
volumen los parámetros de calidad mejoraban sustancialmente (Figura 5, Tabla 1). Es clara la 
razón por la cual esto sucede, ya que de esta sustancia depende la estabilización del ARN y 
purificación eficiente del resto de los componentes del organismo, particularmente los lípidos y 
la quitina que se encuentran en gran proporción. Teniendo en cuenta dichos parámetros en este 
trabajo se determinó el número óptimo de individuos necesario y el volumen de Trizol  adecuado 
para cada estadio del desarrollo utilizado, así como también para individuos adultos teniendo 
en cuenta la relación entre la cantidad de Trizol y la cantidad de individuos y la buena 
representación de los transcriptos.   
Las reacciones de Transcripción Reversa (RT) llevadas a cabo para obtener el ADN copia (ADNc) 
son un punto clave del procesamiento de las muestras. Es de vital importancia obtener un ADNc 
íntegro y de calidad para lograr amplificar por PCR fragmentos de ARN mensajero (ARNm) de 
cierta longitud y la calidad de la misma no se visualiza sino hasta el final de la aplicación para la 
cual fue necesaria la obtención del ADNc. En el caso de las reacciones de RT utilizando ARN de 
D. longicaudata, las condiciones no sufrieron grandes modificaciones a las recomendadas por el 
fabricante. Asimismo, se pudo observar que la calidad del ADNc no difiere al utilizar cualquiera 
de los dos tipos de cebadores (random primers u oligodt). Puede decirse entonces que, si la 
extracción de ARN ha sido llevada a cabo  siguiendo el protocolo optimizado, este paso brinda 
mayor seguridad para la obtención de ADNc de calidad, aun después de tiempos prolongados 




Siguiendo los esquemas clásicos para hallar genes candidatos en organismos no modelo, en este 
trabajo el primer intento por elucidar el mecanismo regulatorio encargado de la determinación 
del sexo en D. longicaudata consistió en la identificación de regiones de ARNm del parasitoide 
por homología de secuencia con especies relacionadas. Los resultados para el gen csd mostraron 
que las secuencias expresadas amplificadas a partir de ADNc, poseían una secuencia idéntica a 
las previamente identificadas para ADN genómico (Lanzavecchia et al., 2008). Del mismo modo 
que ocurrió con dichas secuencias previamente obtenidas, las nuevas secuencias no presentaron 
similitud de secuencia a nivel de secuencia de nucleótidos y aminoácidos con secuencias 
anotadas en GenBank.  
Para el caso del gen dsx, no fue posible obtener secuencias a partir de las regiones amplificadas 
sobre ADNc para ninguna de las combinaciones de cebadores que se utilizaron. En el caso de 
dsx, la presencia de producto de amplificación únicamente en las hembras podría representar 
fragmentos de un producto de “splicing” alternativo correspondiente a la variante femenina de 
este transcripto. Al no poder obtener una secuencia de nucleótidos de calidad de estos 
fragmentos no se puede afirmar que lo fueran. A pesar de estas dificultades, al observar las 
regiones sobre las que estos cebadores fueron diseñados y compararlas con los resultados de 
transcriptómica, podría tratarse de la región nucleotídica codificante para la región variable 
entre machos y hembras identificada en especies relacionadas (Oliveira et al., 2009).  
Al observar que los senderos sinuosos del enfoque clásico de búsqueda de genes candidatos por 
homología de secuencia con especies relacionadas no arrojaba resultados claros y 
aprovechando el advenimiento de las técnicas de secuenciación masiva, la siguiente etapa de 
estudio consistió en la búsqueda de genes específicos expresados a partir de la secuenciación 
del transcriptoma de D. longicaudata. 
Las técnicas de secuenciación masiva o de próxima generación (NGS, del inglés “Next Generation 
Sequencing”) permiten la obtención y análisis de grandes cantidades de información de forma 
rápida. Representan uno de los medios relativamente modernos para la caracterización rápida 
de organismos no modelo, como D. longicaudata, brindando múltiples aplicaciones. A partir de 
esta tecnología fue posible generar el primer transcriptoma de D. longicaudata para su 
caracterización general, prestando especial atención a los posibles patrones sexo-específicos y 
permitiendo la generación de marcadores moleculares. De esa manera, a partir de las tres 
muestras de ARN (adulto hembra, adulto macho y larva 3 macho, ver detalles en sección 
materiales y métodos) se generaron tres bibliotecas de ADNc que fueron secuenciadas y 




pesar de haber partido de cantidades similares de material se obtuvieron diferentes cantidades 
de lecturas. Al analizar otros ensayos llevados a cabo en condiciones similares, las bibliotecas de 
ADNc no tienen igual rendimiento (Nishimura et al., 2012). En el caso particular de D. 
longicaudata, machos y hembras poseen, debido a su naturaleza haplodiploide, diferente 
cantidad de cromosomas (Carabajal Paladino, 2011). Al momento de analizar la aparición de 
transcriptos ensamblados a partir de las diferentes bibliotecas, esta diferencia en la cantidad de 
lecturas no representa una diferencia en la posibilidad de encontrar representados a los 
transcriptos. Es decir, de algún modo se compensan estas diferencias entre sexos al momento 
de la expresión génica y regulación. La compensación de dosis para evitar un desbalance de 
expresión entre los sexos es vista habitualmente como una estrategia para evitar potenciales 
efectos dañinos causados por un desbalance de expresión a gran escala (Marin et al., 2000). 
Cuando la comparación se lleva a cabo entre adultos y larvas, se puede justificar la mayor 
cantidad de lecturas en la larva, dado que en este estadio del desarrollo previo a la metamorfosis 
los insectos se encuentran en  una etapa de alta actividad metabólica regulatoria a causa de los 
grandes cambios a los que se enfrenta el organismo en este momento (Barmina et al., 2005; 
Casper and Doren, 2006). Estas variaciones son inherentes a la muestra analizada, ya que al 
evaluar el resto de los indicadores de calidad para cada biblioteca se ven valores similares, 
señalando que en esta etapa no se detectó ninguna diferencia entre una muestra y otra (Figuras 
15 a 17, Tablas 5 a 7). 
El 99,8% de las lecturas pudieron utilizarse para ensamblar el transcriptoma luego de evaluar la 
calidad de las mismas y filtrar adaptadores y cebadores. Si bien el ensayo fue acotado a una 
porción de la placa, el porcentaje de lecturas que pudieron utilizarse fue mayor al obtenido en 
otros organismos analizados por medio de la misma tecnología (Schwartz et al., 2010; Nishimura 
et al., 2012). El ensamblado arrojó 51686 unigenes, 8483 isotigs que se agruparon en 7295 
isogrupos representando potenciales variantes de “splicing” de ARNm y 43203 singletons.  
En relación a trabajos llevados a cabo en C. vestalis (Nishimura et al., 2012), parasitoide de 
características similares a D. longicaudata, puede observarse que las lecturas se obtuvieron por 
medio de dos metodologías de secuenciación: Illumina® y pirosecuenciación 454 (Roche). Las 
lecturas obtenidas por medio de la segunda técnica fueron de mucha menor cantidad que las 
obtenidas para D. longicaudata, pero al ensamblar se obtuvo un número mucho mayor de 
contigs en relación a los obtenidos en este trabajo. Esto puede vincularse con el hecho de que 
las longitudes promedio de lectura que se obtuvieron para C. vestalis fueron de alrededor de 
500bp y en el caso de D. longicaudata fueron de alrededor de 400bp. Si bien en comparación 




longitud promedio es superior se puede decir en líneas generales que el rendimiento de este 
tipo de técnicas es altamente sensible en relación a la calidad del ARN procesado. Otro 
parasitoide recientemente secuenciado, F. arisanus, arrojó un número de isotigs similar al 
obtenido para D. longicaudata, si bien la secuenciación se llevó a cabo por otra técnica de NGS 
(Illumina®) en la que se obtuvieron 8307 unigenes, unos cien menos que los obtenidos en este 
trabajo. Es llamativo que en C. vestalis el número de isotigs sea de alrededor de 17.000, no debe 
perderse de vista que la longitud de lectura fue algo más larga que en los otros dos casos.  F. 
arisanus y D. longicaudata comparten muchas características en términos de su biología, no es 
ilógico pensar que ambos transcriptomas están representando un panorama acerca de la 
porción de genoma expresada en este tipo de insectos. En el caso de C. vestalis, tiene otro tipo 
de hospedador y esto podría explicar en parte la proporción de genes expresados que se 
encontraron para esta especie.  
Puede decirse entonces que se obtuvo una cantidad de lecturas acorde a las esperadas para un 
ensayo de esta naturaleza y en las condiciones en las que fue llevado a cabo, permitiendo de 
esta forma continuar con la identificación de las secuencias que lograron ensamblarse.  
Como era de esperarse, de los 8483 isotigs y 43203 singletons, la mayor parte pudieron anotarse 
por medio de BLASTx (83% y 47% respectivamente) como similares a especies dentro del orden 
Hymenoptera, mayoritariamente con grupos de hormigas y A. mellifera (Figura 20) en 
proporciones similares. Esto es congruente con la información que se encontraba disponible al 
momento de llevar a cabo la anotación para D. longicaudata ya que los transcriptomas de una 
serie de parasitoides fueron secuenciados recientemente (i5k workspace). Las muestras no se 
encontraban contaminadas ni siquiera con secuencias del hospedador sobre el que fueron 
criados (C. capitata). Al comparar nuevamente con las especies recientemente secuenciadas se 
obtienen porcentajes similares de transcriptos anotados, para F. arisanus se anotaron el 85% de 
los unigenes (Calla et al., 2015). 
En relación a los péptidos predichos para ambas especies, D. longicaudata y F. arisanus, se 
obtuvo alrededor de la mitad en el primer caso debido a las diferentes técnicas aplicadas para 
obtener las secuencias en ambos casos. Pero a diferencia de F. arisanus, las longitudes promedio 
en D. longicaudata fueron aproximadamenteun 33% más largas. 
Los transcriptos obtenidos para D. longicaudata a través de los genomas y transcriptomas de las 
dos especies modelo de himenópteros A. mellifera y N. vitripennis muestra una distribución 




cromosomas en ambos casos. Esto indica que se obtuvo un transcriptoma con una buena 
representación y cobertura, sin sesgos hacia un grupo particular de transcriptos.   
Como una de las múltiples aplicaciones de la obtención del transcriptoma de D. longicaudata  
fue de interés la obtención a priori e in silico de marcadores moleculares. En al actualidad es 
escasa la información disponible acerca de la genética del complejo de especies crípticas D. 
longicaudata y los microsatélites descubiertos tienen potencial aplicación en la caracterización 
de la variabilidad genética tanto en poblaciones silvestres como de laboratorio (Jenkins et al., 
2011; Julsirikul et al., 2014). Esta especie se ha establecido bajo condiciones de cría artificial en 
varios países de América para ser usada en programas integrados de contro biológico contra 
especies de tefrítidos, moscas plaga de los frutos de importancia económica (Montoya et al., 
2012; Vargas et al., 2012). En este momento, el parasitoide está siendo criado en Argentina con 
el mismo objetivo (Suarez et al., 2014). La presencia de poblaciones silvestres de D. longicaudata 
en nuestro país que ha sido reportada proviameente por Schliserman et al., (Ovruski et al., 
2003b)  y Oroño y Ovruski (Oroño and Ovruski, 2007), se originó a partir de liberaciones a campo 
llevadas a cabo con aterioridad en el marco de programas de control biológico en nuestro país. 
Los marcadores aquí presentados podrían contribuir a la descripción de estas poblaciones a nivel 
genético así como podrían ser útiles en el desarrollo de herramientas de diagnóstico molecular 
que permitan analizar la calidad genética de poblaciones de laboratorio y la producción a escala 
de biofábrica de esta especie (determinación de niveles de endogamia, genotipos deletéreos, 
etc.). Adicionalmente, el uso de marcadores moleculares permite la construcción de mapas de 
ligamiento genético que permitan el análisis de características fenotípicas y comportmentales 
que han sido exploradas en otras especies de insectos (Holloway et al., 2000; Hunt and Page, 
1995) pero que representan un desafío en el caso de la genética y genómica de D. longicaudata. 
Esto podría revelar información acerca de las principales vías metabólicas y su regulación así 
como la comprensión de las bases genéticas de características complejas como la determinación 
del sexo, la parasitización, la localización y preferencia por un hospedador, etc. Toda esta 
información es de gran valor para ser aplicada al mejoramiento de los protocolos de cría masiva 
y liberación de este agente de control biológico (Montoya et al., 2012; Ovruski and Schliserman, 
2012; Vargas et al., 2012).  
La anotación funcional de secuencias para D. longicaudata permitió asignar un total de 40241 
términos de ontología génica (GO) a 16930 transcriptos. La mayoría de estos términos se 
asignaron a procesos elementales metabólicos y en segundo lugar a procesos involucrados en 




proporción dentro de las actividades metabólicas se encuentran las de unión, catálisis y 
transporte.  
Ahondando en la identificación de transcriptos por ontología génica se encontraron cuatro 
secuencias vinculadas a la determinación del sexo y otras diez asociadas a la diferenciación 
sexual y procesos reproductivos vinculados a la determinación del sexo. En cuanto a los 
transcriptos asociados a determinación sexual, no pudieron identificarse las secuencias, 
solamente se les atribuyó la función tanto para la línea somática como para la germinal. En este 
caso solo fue posible ubicar marcadores moleculares sobre una sola secuencia y en el caso de 
las siete secuencias adicionales fue posible identificar marcadores moleculares en todas ellas 
que además presentaron secuencias flanqueantes lo suficientemente largas como para permitir 
el diseño de cebadores específicos. Un análisis más profundo de estas secuencias por medio de 
RACE PCR permitirá obtener mayor número de marcadores potencialmente asociados a la via 
regulatoria de determinación del sexo.  
A partir de una comparación inicial entre los transcriptomas para hembra y macho adultos, se 
evidenció cualitativamente la presencia de transcriptos que se expresaban diferencialmente 
entre los sexos. De entre los transcriptos que presentaban diferencias de expresión elevadas 
entre los sexos, se seleccionaron tres de estos que se expresaban con una notable diferencia y 
se evaluaron por medio de  RT-qPCR, confirmando estas diferencias. Ninguna de estas 
secuencias estuvo entre las identificadas como involucradas en determinación del sexo, ni por 
homología de secuencias ni por ontología génica. Estos tres transcriptos se identificaron como 
Isotig01415; Isotig02512 e Isotig03526, homólogos funcionales a las siguientes proteínas: 
Proteínas de unión a Odorantes; Esfingomielina diesterasa y Myrosinquinasa (Tabla 11). Si bien 
para estos transcriptos el resultado fue el mismo por medio de ambas técnicas no se puede 
hacer extensivo el resultado a todas las secuencias evaluadas, por lo que fue necesario 
establecer un valor de corte a partir del cual es necesario evaluar los transcriptos por medio de 
RT-qPCR. Este valor de corte se definió en base a dos parámetros. En primer lugar, una expresión 
del al menos 10 veces más entre condiciones y en segundo lugar, las secuencias a ser 
comparadas debían aparecer al menos tres veces en las muestras comparadas. 
Al hacer un análisis comparativo enfocando la atención sobre los patrones de expresión 
correspondientes a cada sexo en individuos adultos se hallaron 98 transcriptos que se 
expresaban diferencialmente, es decir el 1,2% del transcriptoma es sexo-específico basándonos 
en el valor de corte previamente definido. Esto indica una gran estabilidad en la expresión génica 




patrones de expresión sexo-específica en muestras compuestas de mezclas de tejidos 
(individuos completos) los resultados observados pueden responder a dos causas. En primer 
lugar, las diferencias podrían deberse a una mayor concentración total de ARNm por 
sobreexpresión en un tejido específico; es decir, una concentración total mayor por contribución 
de un tejido único del individuo. En segundo lugar, la causa de las diferencias podría ser la 
expresión en múltiples tejidos, que también resultará en una diferencia total que ahora se 
deberá a la expresión en todo el individuo en conjunto. Al analizar los tejidos individualmente 
es muy probable que la cantidad de genes con expresión diferencial asociada al sexo aumente 
ya que si las diferencias de expresión no son elevadas pueden enmascararse al tomar como 
referencia la totalidad del individuo (Ellegren and Parsch, 2007). La mayor cantidad de 
transcriptos mostraba sobreexpresión en hembras, particularmente para un grupo de isotigs 
que pertenecían al mismo isogrupo, es decir un locus genómico con variantes de transcriptos 
diferentes. Al hacer un análisis más profundo de estas secuencias, se las encontró representadas 
en especies relacionadas de himenópteros como N. vitripennis, F. arisanus, A. mellifera, etc.  
Estas secuencias se dividían en dos grupos en D. longicaudata, una de las variantes contenía una 
deleción de tres bases y algunos cambios de bases puntuales. Es interesante destacar que estas 
secuencias no tienen función asignada, ni en la base de datos de  D. longicaudata ni en GeneBank 
en relación a las mencionadas especies de himenópteros. Es conocido que los genes con 
patrones de expresión sexo-específicos evolucionan a un ritmo mayor que el resto del genoma, 
especialmente los relacionados al sexo masculino, y que tienen una elevada tasa de variación de 
aminoácidos entre una especie y otra filogenéticamente cercanas (Manu et al., 2013). Esta gran 
divergencia propicia que no sea posible identificar facilmente ortólogos entre especies 
relacionadas.  
A partir de estos patrones de expresión sexo-específica obtenidos en individuos adultos surge la 
incógnita de buscar entre estos aquellas secuencias que por homología se identificaron como 
genes involucrados en la cascada de determinación del sexo. En primer término se retomó la 
identificación de secuencias del gen csd que se había intentado caracterizar inicialmente. Al 
alinear las secuencias obtenidas para el gen csd por medio de PCR de punto final con la base de 
datos de D. longicaudata  generada por transcriptómica, tanto la región variable como la 
conservada del gen csd, presentaban similitud con secuencias (isotigs) diferentes, anotadas con 
funciones diferentes provenientes. En el mismo sentido, al analizar el fragmento de mayor 
tamaño que se obtenía al intentar amplificar la potencial región central del transcripto csd, se 
pudo interpretar que  la amplificación era inespecífica o una quimera producto de la reacción 




fue posible (inicialmente se consideraba que esto se debía a la presencia de intrones). De todas 
maneras, como se mencionó anteriormente, estos resultados requieren de análisis de secuencia 
más profundos para arribar a conclusiones más consistentes.  
Al buscar en la base de datos de D. longicaudata secuencias que presentaran homología con 
genes involucrados en las vías de determinación del sexo, se encontraron siete secuencias, 
cuatro de ellas mostraban homología con diferentes variantes del gen feminizer y tres con el 
efector doublesex (Tabla 11). A partir de estos datos, se profundizó la caracterización de estas 
secuencias obteniendo que las cuatro secuencias en realidad alineaban con dos variantes de 
feminizer. Los isotigs 07202 y 06260 alinearon sobre las secuencias homólogas a la proteína 
“feminizer 1 like” en los extremos de la misma. El centro del transcripto faltante que no pudo 
secuenciarse por NGS, se recuperó a partir de secuenciación por la metodología de Sanger 
obteniendo fragmentos amplificados por PCR de punto final a partir de ADNc (Anexo 7). Para el 
caso de los isotigs06880 y 06880b sucedió algo similar, reconstruyéndose de igual modo el 
centro del transcripto que mostró similitud de secuencia con la proteína feminizerGC (Anexo 8). 
En el caso de los isotigs 08283 y 00774/00775 que mostraron homología con dsx, se confirmó la 
secuencia obtenida y se obtuvieron patrones diferentes de “splicing” para machos y hembras 
adultos (Anexo 9). A partir de la secuenciación y “reconstrucción” de secuencias para estos dos 
componentes claves en el módulo central de la cascada de determinación del sexo, pudieron 
identificarse variantes asociadas al sexo aunque es necesaria una caracterización funcional de 
las secuencias para confirmar su rol regulatorio.  
Si bien es conocido que la regulación de estos transcriptos ocurre por “splicing” alternativo se 
hallaron resultados de expresión diferencial asociados al sexo, particularmente para dos 
variantes del gen feminizer que fueron identificadas. En el primer caso el 
Isotig07202/Isotig06260 fue identificado como homologo a la proteína feminizer 1 (Tabla 11) y 
ambas técnicas arrojaron  una sobreexpresión en hembras adultas, si bien por pirosecuenciación 
solo se evidenció una tendencia. En el segundo caso, para el Isotig06880 homólogo a la proteína 
feminizerGC (Tabla 11), se revierte la tendencia observada por pirosecuenciación 
sobreexpresando significativamente en machos adultos. Estos resultados sugieren que si bien 
ambos transcriptos se encuentran presentes en los dos sexos, aun en individuos adultos se 
expresan diferencialmente sugiriendo algún rol regulatorio aun en estadio maduro. La diferencia 
marginalmente significativa que presentó el efector dsx puede deberse a que en este caso la 
regulación podría, al igual que sucede en especies relacionadas (Cho et al., 2007; Verhulst et al., 
2010), se da por “splicing” alternativo del transcripto con presencia de variantes del mismo en 




Para ahondar en el comportamiento de los genes fem y dsx y con la intención de eslarecer el 
cómo y el cuándo estos genes comienzan a ejercer su influencia, surge la necesidad de evaluar 
la expresión a lo largo del desarrollo. Para esto, fue necesario definir y optmizar genes de 
referencia que pudieran utilizarse en esta especie, tanto en individuos adultos como en el 
desarrollo para permitir la cuantificación de transcriptos para D. longicaudata. Se identificaron 
a partir de bibliografía genes que ya habían sido comúnmente utilizados en himenópteros y 
otros órdenes y se evaluaron con resultados positivos la β actina y el factor de elongación 1 α 
(Kubista et al., 2006). Así como para la mayoría de las especies ambos genes mostraron un rango 
dinámico acorde con buena eficiencia de amplificación. Del mismo modo se logró optimizar las 
reacciones de RT-qPCR para los genes de interés evaluados en todos los casos. Se logró 
estandarizar el protocolo para D. longicaudata e identificar genes de referencia aplicables a 
diferentes condiciones.  
En cuanto a los genes de interés evaluados a lo largo del desarrollo, pueden observarse patrones 
complementarios entre el isotig06880, correspondiente a la variante 1, y la variante 2 de fem 
en conjunto con el isotig08283, correspondiente al gen dsx. Esto es congruente con la regulación 
propuesta en otras especies para este sistema. El pico inicial de la variante 1 de fem podría 
provenir de la madre, como es sabido en esta instancia estos picos de expresión se corresponden 
más con el hecho de que la madre transfiere ARNm al huevoque debido a sobreexpresión en el 
mismo. Es decir, esto indicaría en D. longicaudata la presencia temprana de un regulador 










- Se consiguió la obtención de  protocolos específicos de extracción de ARN, RT y qPCR puestos 
a punto para D. longicaudata.  
-Se obtuvo el primer transcriptoma para D. longicaudata. La calidad de las secuencias obtenidas 
fue buena y se logró una buena distribución de transcriptos sin sesgos, cubriendo la mayoría de 
los cromosomas de especies filogenéticamente relacionadas con representantes de transcriptos 
del parasitoide. 
- A partir de la pirosecuenciación del transcriptoma fue posible obtener una batería de 
marcadores moleculares que se encuentran ubicados sobre secuencias expresadas. Se 
identificaron y se ponen a disposición 2775 marcadores microsatélites para estudios de 
variabilidad genética en poblaciones naturales, introducidas y de laboratorio de D. longicaudata. 
-El análisis del transcriptoma permitió anotar por GO el 37,4% de los transcriptos totales (8451 
isotigs correspondientes a variantes de genes). Se identificaron 11 secuencias potencialmente 
vinculadas a la determinación del sexo en la especie 4 de ellas sin función conocida.  
- Se hallaron 98 transcriptos con una diferencia de expresión significativa por medio de 
pirosecuenciación 454. El 1,2% del transcriptoma es sexo específico. Los patrones de expresión 
son muy similares entre sexos para este organismo. Se validaron los resultados para los patrones 
de expresión asociada al sexo RT-qPCR. 
- Se describieron por primera vez las secuencias nucleotidicas de los genes fem y dsx. Se 
identificaron variantes de “splicing” alternativo para ambos genes.  
-El análisis de los patrones de expresión de las variantes del transcripto fem mostró que se 
expresan diferencialmente en adultos. Para dsx se hallaron diferencias marginalmente 
significativas. 
- La expresión de los genes fem y dxs  a lo largo del desarrollo muestra patrones que podrían 







Este trabajo de tesis brinda los primeros concocimientos genómicos generales en D. 
longiacudata y sienta los fundamentos claves para el estudio de las bases moleculares de la 
determinación del sexo en esta especie haplodiploide, mediante la identificación de genes y el 
análisis de los perfiles de expresión en estadios tempranos del desarrollo. Estos genes 
constituyen potenciales herramientas biotecnológicas para el manipulación de la tasa sexual en 
la producción masiva de este parasitoide, que en conjunto con las herramientas moleculares 
(microsatelites) aplicables al estudio de la variabilidad genética de poblaciones naturales del 
parasitoide y la calidad genética en condiciones de cría artificial constituyen dos pilares 
fundamentales para los estudios genéticos en esta especie aplicados a la utilización de D. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Insectos: 
Los individuos de Diachasmimorpha longicaudata utilizados provinieron de la cría experimental 
mantenida en el Laboratorio de Insectos de Importancia Económica “Ewald A. Favret” en el INTA 
Hurlingham (Buenos Aires, Argentina). La cepa utilizada para fundar la colonia fue importada 
desde México a Hurlingham en 1988, e introducida al INTA Castelar en el año 2001 (SENASA, 
Expte. n° 14054/98). Esta especie se mantuvo en condiciones de cría de nivel experimental 
utilizando como hospedador Ceratitis capitata en un ambiente controlado  con una temperatura 
promedio de 25°C, 85% de humedad relativa y un fotoperíodo 18:6 (horas luz: horas oscuridad). 
Para mantener la cría de laboratorio, las hembras adultas (sexualmente maduras) fueron 
sometidas a exposiciones de larvas en estadio 2-3 de C. capitata en dieta artificial (Terán, 1977). 
Estas exposiciones se realizaron  en cajas de Petri plásticas (5cm de diámetro y 1 cm de 
profundidad) cubiertas con tela de algodón (“voile”) por un período de cuatro horas. 
Posteriormente, se transfirieron las larvas de C. capitata a bandejas plásticas con medio artificial 
fresco a fin de completar su desarrollo. Estas bandejas fueron colocadas dentro de otras que 
contenían una capa de vermiculita como sustrato de pupación. Tanto las larvas como las pupas 
de C. capitata (parasitizadas y no parasitizadas) se mantuvieron en las mismas condiciones 
ambientales descriptas previamente para los parasitoides adultos.  
Para los ensayos de expresión, los estadios inmaduros del desarrollo del parasitoide se 
recuperaron de las larvas expuestas y los puparios parasitizados mediante disección bajo 
microscopio estereoscópico binocular Olympus SZ11. 
2. Extracción de ADN: 
El material de partida para las extracciones de ADN fue en cada caso individuos adultos, macho 
o hembra de quince días de edad. La extracción se llevó a cabo siguiendo el protocolo de Baruffi 
(Baruffi et al., 1995) modificado a fin de optimizar el procedimiento para insectos de pequeño 
tamaño. En cada caso la muestra se homogeneizó en Buffer de extracción (Solución I, Anexo 
soluciones). 
3. Extracción de ARN: 
Inicialmente se tomó como referencia el protocolo propuesto por el fabricante que indica la 
relación volumen de reactivo/masa inicial de tejido (1ml/100mg) y se tuvo en consideración que 
cada individuo adulto de D. longicaudata criado artificialmente sobre C.capitata  poseía una 
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masa de alrededor de 3mg. El tamaño pequeño de los individuos adultos y el alto contenido de 
quitina dificultaron mucho la tarea de hacer extracciones de buena calidad y rendimiento a 
partir de un solo individuo. Para lograr la obtención de una masa de tejido suficiente para extraer 
1mg de ARN recomendado por el fabricante como cantidad de material de partida para realizar 
la transcripción reversa, se llevaron a cabo pruebas con diferentes cantidades de parasitoides a 
fin de determinar el número de individuos que sería necesario procesar en conjunto como 
material de partida para cada muestra. Se ensayaron extracciones de ARN a partir de 5, 10, 15 y 
30 individuos utilizando la proporción tejido/volumen de Trizol recomendada por el fabricante.  
Cabe aclarar que para llevar a cabo el ensayo de secuenciación masiva de ARN por medio de la 
técnica de pirosecuenciación 454 (Roche) (servicio INDEAR, Rosario, Santa Fe, Argentina) fue 
necesario duplicar el material de partida por los requerimientos mínimos de la técnica de 
medida. Se exigía como mínimo una cantidad de 75ug totales de ARN de partida. 
Luego de homogeneizar las muestras en Trizol se centrifugó el homogenato a 4°C. Luego de la 
separación de fases, en todos los casos se tomó un volumen fijo de fase acuosa (150ul) para 
continuar con la purificación. El ARN resultante se resuspendió en 50ul de agua DEPC.Para 
evaluar la calidad e integridad del ARN obtenido se midieron las muestras por medio de 
absorbancia en un Nanodrop 1000 (ND 2000) y se corrieron en geles de agarosa 1% m/V a 
100mV por 15 minutos. 
4. Tratamiento con ADNsa I:  
Se utilizó el kit DNAse I de Promega siguiendo las indicaciones del fabricante. Para evaluar la 
calidad de los resultados se analizó el producto final a través de electroforesis en gel de agarosa 
de concentración 1% con una corriente constante de 30mA.  
5. Transcripción Reversa: 
El material de partida fue en todos los casos 1ug de ARN de alta calidad. Se llevó a cabo la 
transcripción reversa utilizando el kit comercial ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega) 
utilizando cebadoresRandom y Oligo(dT) inespecíficos a fin de obtener únicamente fragmentos 
de ARNm. El ciclo de amplificación para la obtención  de cADN constó de tres pasos que se 
llevaron a cabo en un termociclador Veriti®96-Well Thermal Cycler(Applied Biosystems). En 
primera instancia, se desnaturalizó el ARN incubándolo junto a los cebadores por 5 minutos a 
70°C y 5 minutos a 0°C. El paso de hibridización se realizó por 60 minutos a 43°C y finalmente la 
extensión fue de 15 minutos a 70°C. El ADNc resultante se almacenó a -20°C.  
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6. Selección de Genes de Interés (GI): 
Para llevar a cabo las amplificaciones de la región csd,  los cebadores habían sido diseñados 
previamente por el grupo de trabajo. Los cebadores utilizados para amplificar el gen dsx fueron 
diseñados a partir de alineamientos múltiples de secuencias aminioacídicas y sobre las regiones 
correspondientes a los dominios funcionales de las proteínas. 
En este caso se buscaron ortólogos a partir de alineamiento de secuencias y diseño de cebadores 
degenerados a partir de estos alineamientos en regiones conservadas a nivel proteína y de ser 
posible a nivel AN también.  
- Gen csd (“complementary sex determiner”): Para la caracterización de este gen en D. 
longicaudata se utilizaron cebadores obtenidos de bibliografía correspondientes a A. 
mellifera(Beye et al., 2003) diseñados sobre regiones conservadas y variables del transcripto. 
También se utilizó un par de cebadores diseñado previamente dentro del grupo de investigación 
sobre una secuencia de ADN de D. longicaudata(Lanzavecchia, 2007).  
- Gen dsx (doble sexo): Para la caracterización de este gen se diseñaron cebadores 
degenerados a partir del alineamiento de proteínas Dsx y ARNm correspondientes a diferentes 
himenópteros y dípteros(Oliveira et al., 2009). Los cebadores elegidos se ubicaron sobre 
regiones conservadas entre especies en el ARNm y dentro de los dominios funcionales de las 
proteínas. 
Tabla 14. Cebadores de PCR de punto final para los genes csd y dsx.  
Cebadores de PCR 
Nombre Secuencia (5´-3´) Región Locus 
CSD1F  ATCCTCAGCATCGCATTGCA Variable  csd 
(A.mellifera) CSD1R  ACTTCTGTCGAGTAGCATCACTCA Variable 
fwCSD  CTTGTTCGGTATTWTCATAAA Conservada  
revSL  TAATGAATGAAATATGAGATGACATT Conservada  
consCSD  RTCATCTCATWTTTCATTATTCAAT Variable  
dsxFC  NTGTCAGAATNACGGNAAGANGGTCCA Conservada E2 dsx 
(N. 
vitripennis) 
dsxR10  GNCAATCGNTAACTNTGATGACGTA Variable E5/E6 
 
7. PCR de punto final:  
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El ciclado utilizado fue un primer paso de desnaturalización de 5 minutos a 95°C; 35 pasos de 
amplificación que constaron de 30 segundos de desnaturalización a 95°C, 30 segundos de 
annealing a 60°C y 1 minuto de elongación a 72°C; y un paso final de elongación por 7 minutos 
a 72°C. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Verity® 96 Wells (Applied 
Biosystems). En todos los casos los resultados fueron evaluados en geles de agarosa del 1,5% de 
concentración que se sometieron a electroforesis por 45 minutos a 45mA constantes.  
El molde utilizado fue tanto ADNdc como ADNc. En el cebador caso se utilizó una dilución 1/5 
de la muestra y en el segundo caso una dilución 1/10 . Las reacciones se llevaron a cabo con Taq 
Polimerasa (Kit T-Plus ADN Polimerasa, InbioHighway) y un ciclo de PCR estándar. En cada caso 
se incluyó un control negativo de reacción. Para todos los casos se utilizó un ciclado básico de 
PCR que constó de un paso de desnaturalización a 95°C por 5 minutos; un paso de annealing 
cuya temperatura fue definida por el cebador utilizado en cada caso y un paso final de extensión 
a 72°C por 7 minutos. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Verity® 
96 Wells (Applied Biosystems).  
8.Purificación: se utilizó el kit Wizard SV Gel & PCR Clean Up System (Promega) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
9. Secuenciación por el método de Sanger: todas las muestras purificadas fueron secuenciadas 
en el SIGYSA-CICVyA, INTA Castelar.  
10. Análisis de secuencias: se utilizó Bioedit v7.2.0 (Ibis, Biosciences 2013). Se compararon las 
secuencias nucleotídicas obtenidas con la base de dato del NCBI por medio de BLASTn 2.2.26 
(NCBI, Basic Local Alignment SearchTool; Altschul et al. 1997), así como la base de datos de 
Himenópteros (Hymenoptera Genome database www.http://hymenopteragenome.org/). 
11. Pirosecuenciación 454: 
Para obtener una cobertura representativa del transcriptoma de D. longicaudata se decidió 
utilizar una combinación de muestras tal que permitieran a la vez llevar a cabo un análisis 
general y representativo del transcriptoma de la especie así como de las diferencias particulares 
entre sexos. Con esta finalidad se incluyó en el análisis, además de una muestra de machos 
adultos y otra de hembras adultas, una muestra adicional de larvas de macho. Como se 
mencionó previamente, esta especie es endoparasítca y al desarrollarse en el interior de su 
hospedador dificulta mucho la recuperación de muestras en estadios tempranos del desarrollo. 
Adicionalmente, es imposible hacer una distinción de sexos previa al estadio del desarrollo de 
larva 3 de los mimos, imposibilitando la obtención de individuos de sexos diferentes. Para la 
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obtención de larvas 3 de machos se aprovechó la haplodiploidía de la especie (solamente se 
desarrollaran individuos machos a partir de huevos de hembras vírgenes y se obtendrá una 
muestra mixta a partir de huevos fecundados). Se utilizaron para la extracción de ARN total una 
muestra de larvas 3 de macho, una muestra de machos adultos y una muestra de hembras 
adultas. Luego del enriquecimiento en mARN y la obtención de las tres bibliotecas de cADN, la 
pirosecuenciación 454 fue llevada a cabo de manera independiente para las tres muestras en 
media placa de un pirosecuenciador 454 GS FLX Titanium (Roche). 
Se extrajo ARN de tres muestras de individuos de D. longicaudata. Cada pool consistió de 
aproximadamente 90mg de tejido. En cada caso se correspondió con 30 hembras adultas, 30 
machos adultos (ambas muestras se tomaron quince días después de la emergencia) y 5 larvas 
de machos del tercer estadio (ocho días posterior a la oviposición de hembras vírgenes). El pool 
de larvas se incluyó en el ensayo a fin de conseguir un set de datos más representativo.  
Aproximadamente 90ug de ARN de alta calidad fueron procesados en INDEAR (Instituto de 
Biotecnología de Rosario, Rosario, Argentina) para la obtención de bibliotecas de cADN 
enriquecidas en mARN por medio de columnas de poliT. Posteriormente se procedió a realizar 
la Pirosecuenciación 454. Las bibliotecas de cADN de Diachasmimorpha longicaudata fueron 
ensayadas en una corrida de media placa en el piroseuenciador 454-GS-FLX (Roche). 
12. Ensamblado y anotación del transcriptoma: 
En primer lugar, para cada muestra se llevó a cabo un análisis de calidad de las secuencias 
obtenidas a fin de filtrar aquellas que presentaran baja calidad o contuvieran secuencias de los 
adaptadores utilizados en la construcción de las bibliotecas de mARN(poner figuras de INDEAR 
en la parte de resultados).  
Se utilizó el Software Newbler v2.6 Assembler (Roche, IN, US) para el ensamblado de todas las 
secuencias crudas obtenidas a partir de las tres bibliotecas en contigs (secuencias alineadas 
desde un solo transcripto), isotigs (variantes de alineamiento de los contigs) e isogrouops (isotigs 
que representan un locus genómico). Todas aquellas secuencias que se identificaron como 
singletons (i.e., lecturas de secuencias que no pudieron ser ensambladas en ningún isotig) fueron 
analizadas por medio del algoritmo de agrupación CD-HIT-454 utilizando un valor de corte de 
identidad de secuencia del 90%. De este modo se eliminaron secuencias redundantes o 
duplicados artificiales.  A fin de conseguir una identificación putativa de la identidad de las 
secuencias se realizó una búsqueda por medio del algoritmo BLASTx (valor de corte del valor de 
e ≤ 10-10) comparando con la base de secuencias de proteínas nr del NCBI. La anotación y el 
mapeo se llevaron a cabo utilizando el software BLAST2GO (Conesa et al., 2005) que por medio 
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de una combinación de búsquedas de similitud y análisis estadístico permite identificar y 
clasificar las secuencias previamente ensambladas(Moriya et al., 2007). Dicho software se 
encarga de asignar términos de ontología (Gene Ontology terms, GO , 
http://www.geneontology.org) (Baranowski et al., 1993), Mapas KEEG (Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes, KASS) y un número de clasificación enzimática (EC number).  
La anotación de GO se completó utilizando el software InterProScan full suite con los parámetros 
estándar(Zdobnov and Apweiler, 2001). Con la finalidad de obtener los marcos de lectura (ORF) 
más probables para cada secuencia ensamblada (tanto isotigs como singletons) se utilizó el 
programa TransDecoder(Haas et al., 2008) definiendo el análisis a partir de los parámetros 
estándar. Los mejores y más probables péptidos se utilizaron como set de datos de entrada para 
el programa InterProScan. InterProScan combina diferentes métodos de reconocimiento de 
firma de proteínas originarios de las bases de datos miembros de InterPro como recurso para 
búsqueda e identificación de las anotaciones InterPro y GO correspondientes.  
Para la comparación de transcriptomas con otros organismos modelo se utilizó el paquete del 
software MUMMER, específicamente el paquete Nucmer (Kurtz et al., 2004), y la herramienta 
de visualización Circos (Krzywinski et al., 2009). Las bases de datos de organismos modelo 
utilizadas para llevar a cabo estas comparaciones fueron las siguientes: para A. mellifera se 
utilizó el Honey Bee Genome Sequencing Consortium assembly Amel_4.5 and Official Gene Set 
OGSv3.2 (www.beebase.org) y para N. vitripennis se utilizó el Nasonia Base genome Assembly 
Nvit_1.0 (http://hymenopteragenome.org/nasonia/). 
13. Obtención de potenciales marcadores moleculares: SSR y SNP 
A fin de identificar potenciales marcadores moleculares se utilize el software MISA [ref, 
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/misa.html]. El criterio utilizado para la selección de SSR se 
basó en un número mínimo de repeticiones de seuencia. Para los motivos dinuclétidos fue de 
cinco repeticones, cuatro para los trinucleótidos y tres repeticiones para los motivos tetra, penta 
y hexanucleótidos. 
Para el diseño de todos los pares de cebadores para la amplificación de los marcadores SSR en 
cada secuencia ensamblada, se utilizó un “in-house script” que utiliza el software EPRIMER32 
del paquete EMBOSS (http://emboss.open-bio.org/wiki/Appdocs). 
14. Identificación de transcriptos diferencialmente expresados: 
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Se extrajo ARN total a partir de grupos de hembras y machos adultos de D. longicaudata, cada 
grupo consistió en 15 individuos. Se utilize Trizol® (Invitrogen). El ARN totalse resuspendió en 
30ul de agua tratada DPEC y la calidad/cantidad fue medida espectrofotométricamente por 
absobancia 260/280 y 260/230, como por geles de agarosa desnaturalizantes al 1%. Alrededor 
de 1µg de ARN total se usó como templado para sintetizar ADNc de hebra simple usando el kit  
ImProm-II Reverse Transcriptase (Promega) y cebadoresOligo (dT) (Promega) según los 
protocolos detallados en resultados. El ADNc resultante fue dilluido  1/10 y almacenado a -20°C 
para su posterior uso en  RT-qPCR. 
Para identificar contigs expresados diferencialmente expresados, las lecturas de cada biblioteca 
se mapearon de nuevo sobre los contigs sobre los cuales se habían ensamblado previamente 
usando todas las bibliotecas en conjunto.  Para evaluar la expresión diferencial entre sexos a 
partir de los resultados de Pirosecuenciación, el nivel relativo de expression para un 
determinado transcripto se calculó normalizando la cantidad de lecturas con el largo de ese 
transcripto y diviendo por el número de lecturas en esa biblioteca.Este valor luego fue 
multiplicado por la biblioteca de mayor tamaño (Larvas 3). A este resultado se le denomina 
Unidades de Expresión (UE). Para la identificación de transcriptos expresados diferencialmente, 
se restingió el análisis a los transcriptos que se encontraban presentes en las tres bibliotecas. 
Cualquier isotig con menos de tres lecturas se descartó debido a la gran variabilidad inherente 
a la estimación de la diferencia de expresión a partir de genes con baja cobertura. A fin de 
determinar un valor de corte a partir del cual considerar a un transcripto como diferencialmente 
expresado se fijó un valor de corte en al menos diez veces de diferencia entre las condiciones. 
El número de lecturas de hembras y machos se normalice con la biblioteca de larvas y se 
representa en escala logarítmica. 
15. Selección de GI 
La selección de GI se basó en dos criterios: 1) un set de secuencias que incluyeron a los  isotigs 
01415, 02512 and 03151, se eligió a fin de validar los resultados de expresión diferencial 
hembra/macho por medio de NGS; el segundo set se eligió a partir de la homología por medio 
de BLASTx y se seleccionaron los isotigs  06880 y 06880b, 07270 y 06260; homólogos al gen fem 
y los idotigs 08283, 00774/5, homólogos al gen dsx. Los cebadores utilizados fueron en todos los 
casos diseñados sobre los isotigs obtenidos, tanto para confirmar las secuencias como para 
completar los fragmentos faltantes. 
-Feminizer 
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Cebadores Variante 1 
Nombre Secuencia Tm Posición 
fem1CG_fw2 AGCAGCCAGGATCAGTTGTC 60.04 400-422 
fem1CG_rv2 TGTCGATTGGCTGCTTCGAT 60.11 619-641 
fem1CG_fw3 GGTAGGACAACTGGTGAGCG 60.39 284-306 
fem1CG_rv3 AGACAACTGATCCTGGCTGC 60.04 401-423 
fem1CG_fw8 TGGTTGGGGAGGAAGGAAGA 60.10 1426-1448 
fem1CG_rv8 TAAGGTCACGGTCGCAGTTG 60.32 1559-1581 
fem1CG_fw10 GAGGCCTCAATAGCAGGCAG 60.53 1755-1777 
fem1CG_rv9 CGATATGGGCACCAGCTCTC 60.53 1928-1950 
fem1CG_fw11 GCAGCCAGGATCAGTTGTCT 60.04 620-642 
fem1CG_rv13 CTTCCCTTTGCACTGGAGGT 59.89 1466-1488 
Fem1CG_fw18 TTCCCTGATGGCCAATGACT 59 1309-1331 
Fem1CG_rv23 TAGTAGTCATTGGCCATCAG 60.04 1312-1334 
 
Cebadores Variante 2 
Nombre Secuencia Tm °C Posición 
fem1_fw1 CAACCACGCAACGCATACAA 60.04 216-238 
fem1_rv1 ACAGAGTGCCTTCTCGTTGG 59.97 414-436 
fem1_fw3 AATGACCCCACTGATCGCAG 60.11 531-553 
fem1_rv3 ATGATGCACCGAGGAGTTCG 60.18 633-655 
fem1_fw8 TTGTTCCAGGCAGCTAAGCA 59.89 1817-1839 
fem1_rv8 GTCACGAGTATTCAGGGGCA 59.46 2033-2055 
fem1_fw9 CTTCAGTGCATGGCTGCAAA 59.68 1468-1490 
fem1_rv9 CCACATACCAAACAGCCACG 59.48 1653-1675 
fem1_fw10 GGAGGTGATTGAGGCCTACG 59.89 615-637 
fem1_rv13 CTTTTGCAGCCATGCACTGA 59.68 1470-1492 
fem1-R18 CGCTTTCTCATTGAGTGCCA 58.84 1221-1243 
fem1-F22 GAGTCATTGGCCATCAGGGA 59.45 824-846 
fem1-F23 GCCACTGCACAGTTGTTGATT 59.93 1403-1425 
 
-Doublesex 
Nombre Secuencia Tm °C Posición 
DSX-F1 GTCCCACAACATCCACTCGT 60 1535-1557 
DSX-R1 TCTGCCTTGGCATCCTTGAG 60 1677-1699 
DSX-F3 ATGAGGTGGAACCACAACCA 60 1342-1364 
DSX-R3 TGGCCTTCATCACAGCAACA 60 1747-1769 
DSX-F4 GTCAGTACCACAGCCAGCTC 60 1388-1410 
DSX-R4 ATGTTGTGGGACTGCGGTAG 60 1524-1546 
DSX-F6 CTGGACGTCAGGACTGCTTT 59.96 789-808 
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DSX-R6 TTGCAATGCCATCACCCTCT 59.97 1228-1250 
DSX-F5 TGCCTGTGTAGCGATACGTG 60 107-126 
DSX-F8 AAGAAAGGGCCTGACTGTCG 60 703--722 
DSX-R8 CTCTCTTCAACGCCGTTTGC 60 1247-1269 
DSX_F9 ACTGGGGAGGTTGGACCTTA 60 524-543 
DSX-R9 CCGATAACCCACGTGCAGAT 60 629-648 
DSX-R10 TCCAACCTCCCCAGTTACCA 60 519-538 
DSX-F7 ACGAAGCTCGAAGACGCATT 60.4 1699-1721 
 
16. PCR Cuantitativa: 
-Diseño de cebadores específicos 
A partir de las secuencias listadas en la Tabla 11 se diseñaron los cebadores con los que se 
llevaron a cabo las reacciones de RT-qPCR. Para cada caso se evaluó la Eficiencia de 
amplificación, el rango dinámico de la reacción y el ajuste lineal de las curvas de calibración 
(Kubista et al., 2006).   
-Determinación de eficiencia de amplificación y curvas de calibración 
Para cada par de cebadores diseñados se evaluó la eficiencia de reacción por medio de la 
amplificación de una serie de diluciones del producto de PCR de dichos cebadores purificado. Se 
utilizaron diluciones seriadas con un factor de 100 a fin de construir una regresión lineal que 
permita calcular la eficiencia de amplificación y la linealidad de los puntos. Se aceptan como 
válidas aquella presente eficiencias de entre 80 y 110.  
- qPCR: 
Todos los GI se midieron por medio de RT-qPCR analysis usando IQTMSYBR®Green Supermix (Bio-
Rad). Se diseñaron los cebadores listados en el Anexo X usando la herramienta Primer-BLAST 
tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los parámetros de ciclado fueron 95°C por 5 min 
seguidos de 40 ciclos de 95°C por 10 s y 60°C por 45 s finalizando con la construcción de una 
curva de desnaturalización del producto amplificado. La expresión relativa se analizó por medio 
del método de múltiples GR (Hellemans et al., 2007). El Factor de Elongación 1-alfa (ef1-α) y la 
β actinadeD. longicaudatafueron usados como GR internos, como se han usado en otros 
insectos (Lourenço et al., 2008; Rong et al., 2013). El análisis estadístico se llevó a cabo por medio 
del test de t de Student o por medio de ANOVA de dos factores seguido de contrastes a posterior 
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Alineamiento para las secuencias obtenidas a partir de ADNc para D. longicaudata. 
 
- Secuencia conservada para csd 
 
Seq3,4,5 y 6: secuencias de ADNc 
SeqDN: secuencia obtenida a partir de ADN genómico 
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- Secuencia variable para csd 
 
Seq 4,5, 6 y 7: secuencias de ADNc 
SeqAD: secuencia obtenida a partir de ADN genómico 
Conse: secuencia de consenso utilizada para búsqueda de homología 
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- Secuencias utilizadas para el diseño de cebadores inespecíficos del gen dsx 
 
Alineamiento de proteínas DSX: regiones conservadas y dominios funcionales. Se muestran resaltadas en amarillo las regiones conservadas dentro de los 
dominios funcionales. En verde se resaltan las regiones sexo-específicas para las diferentes especies.   
 
- gi|15: A. mellifera, dsx variante femenina 
- gi|15: A mellifera, dsx variante masculina 
- gi|59: Drosophila melanogaster, dsx variante femenina 
- gi|80: M. rotundata, dsx variante X1 
- gi|24: N. vitripennis, dsx variante femenina 
- gi|24: N. vitripennis, dsx variante masculine 
- gi|21: T. dubius, dsx variante masculina 
- pfam0: pfam00751 dominio de unión al ADN, secuencia consenso (dominio DM).  
- pfam0: pfam00751 variante 1 de la secuencia del dominio de unión al ADN 
- pfam0: pfam00751 variante 2 de la secuencia del dominio de unión al ADN 
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- Alineamiento de secuencias de ARNm para algunas de las especies seleccionadas sobre el cual se diseñaron los cebadores 
inespecíficos para la amplificación de dsx en D. longicaudata. Se muestra solamente la porción del alineamiento sobre la 
cual se diseñaron los cebadores.-Cebadores: las primeras diez líneas identifican los cebadores, con F se indican los directos 
y con R se indican los reversos. 
- gi|15:gi|159793544|gb|EU236954.1| A. melliferaARNm doublesex variante masculina 
- gi|15: gi|159793550|gb|EU236957.1| A.melliferaARNm doublesex variante femenina 
- gi|21: gi|215398411|gb|FJ440997.1| N.vitripennisARNm doublesex variante masculina 
- gi|21: gi|215398405|gb|FJ440994.1| N. vitripennisARNm doublesex variante femenina 
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- Alineamientos de las secuencias obtenidas para csd y sus mejores hits en la base de datos del transcri ptoma de D. 
longicaudata. 
- Secuencias alineadas con el mejor “hit” de BLASTn para la región variable de csd en D. longicaudata. 
 
Isoti: Isotig02035, transcriptoma de D. longicaudata 
csd V: Secuencia var obtenida a partir de ADN 
csd V: Secuencia var obtenida a partir de ADNc 
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- Secuencias alineadas con el mejor “hit” de BLASTn para la región conservada de csd en D. longicaudata. 
 
HWR9C: Singleton HWR9C, transcriptoma de D. longicaudata 
Sec.c: Secuencia cons obtenida a partir de ADNc 
Sec.s: Secuencia cons obtenida a partir de ADN 
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ANEXO 5.  
Tabla A1. Detalle de secuencias expresadas diferencialmente asociadas al 
sexo.  





isotig00184 37,02 702,62 0,052688509 18,97947056 - 
isotig00185 37,02 674,89 0,054853384 18,23041599 - 
isotig00186 37,02 656,4 0,056398537 17,73095624 - 
isotig00187 37,02 681,05 0,054357242 18,39681253 - 
isotig00188 37,02 687,21 0,053869996 18,56320908 - 
isotig00189 37,02 650,23 0,0569337 17,56428957 - 
isotig00190 37,02 702,62 0,052688509 18,97947056 - 
isotig00191 37,02 693,38 0,053390637 18,72987574 - 
isotig00192 37,02 699,54 0,052920491 18,89627229 - 
isotig00193 37,02 696,46 0,053154524 18,81307401  
isotig00194 37,02 684,13 0,054112522 18,4800108 - 
isotig00195 37,02 674,89 0,054853384 18,23041599 - 
isotig00298 32,39 545,46 0,059381073 16,84038283 - 
isotig00453 9,26 194,15 0,047695081 20,96652268 - 
isotig00454 9,26 194,15 0,047695081 20,96652268 - 
isotig00485 189,73 18,49 10,26122228 0,097454277 Microtubule 
associated complex 
isotig00486 175,85 9,25 19,01081081 0,052601649 Metabolic process 
isotig00574 4,63 126,35 0,036644242 27,28941685 Acid phosphatase 
activity 
isotig00583 4,63 55,47 0,083468542 11,98056156 ARN binding 
isotig00617 41,65 690,3 0,060336086 16,57382953 - 
isotig00743 50,9 523,89 0,0971578 10,29253438 Lipid metabolic 
process 
isotig00870 13,88 724,19 0,019166241 52,17507205 - 
isotig00946 9,26 123,27 0,075119656 13,31209503 ATP binding 
isotig01045 41,65 3,08 13,52272727 0,07394958 Phospholipid binding 
isotig01169 4,63 77,04 0,06009865 16,63930886 Nucleic acid binding 
isotig01186 97,18 9,25 10,50594595 0,095184194 - 
isotig01213 4,63 52,39 0,088375644 11,31533477 Diacylglycerol 
cholinephophotransfe
rase activity 
isotig01288 4,63 55,47 0,083468542 11,98056156 Zinc ion binding 
isotig01313 32,39 3,08 10,51623377 0,095091077 Flavin adenine 
dinucleotide binding 
isotig01374 4,63 55,47 0,083468542 11,98056156 Protein binding 
isotig01415 1790,9
1 




isotig01454 4,63 80,12 0,057788318 17,30453564 Peptidase activity 
isotig01516 4,63 58,55 0,079077711 12,64578834 Acid phosphatase 
activity 
isotig01998 9,26 1130,98 0,00818759 122,1360691 - 
isotig02013 23,14 246,53 0,093862816 10,65384615 Hydrolase activity on 
ester bonds 
isotig02092 4,63 83,21 0,055642351 17,97192225 Protein dimerization 
activity 
isotig02134 13,88 144,84 0,095829881 10,4351585 Carbohidrate 
metabolic process 
isotig02168 4,63 49,31 0,093895762 10,65010799 COPII veisicle coat 
isotig02245 13,88 172,57 0,080431129 12,43299712 - 
isotig02378 9,26 95,53 0,096932901 10,31641469 Nucletide binding 
isotig02397 4,63 77,04 0,06009865 16,63930886 Protein binding 
isotig02512 643,25 9,25 69,54054054 0,014380101 Hydrolase activity 
isotig02593 4,63 77,04 0,06009865 16,63930886 Regulation of G2/M 
transition of mitotic 
cell cycle 
isotig02652 185,11 15,41 12,01232966 0,083247799 Transferase activity 
isotig02713 4,63 117,1 0,039538856 25,29157667 ARN binding 
isotig02724 4,63 126,35 0,036644242 27,28941685 Kinase activity 
isotig02776 4,63 154,08 0,030049325 33,27861771 Transferase activity 
isotig02877 4,63 55,47 0,083468542 11,98056156 Nucleosome, ADN 
bindding 
isotig02913 46,28 3,08 15,02597403 0,066551426 Catión 
transmembrane 
transporter activity 
isotig02983 9,26 95,53 0,096932901 10,31641469 Peroxisome, nucleica 
cid binding 
isotig03014 92,55 3,08 30,0487013 0,033279308 Oxidorreductase 
activity 
isotig03021 208,24 9,25 22,51243243 0,0444199 Oxidation-reduction 
process 
isotig03151 4,63 1134,06 0,004082676 244,937365 Hydrolase activity 
isotig03162 9,26 181,82 0,050929491 19,6349892 Polyamine 
biosynthetic process 
isotig03165 37,02 3,08 12,01948052 0,083198271 Integral to membrane 
isotig03253 4,63 70,88 0,06532167 15,30885529 Translation initiation 
facto activity 
isotig03328 46,28 3,08 15,02597403 0,066551426 - 
isotig03464 4,63 117,1 0,039538856 25,29157667 Protein binding 
isotig03526 4,63 890,61 0,005198684 192,3563715 Hydrolase activity 
isotig03608 32,39 3,08 10,51623377 0,095091077 Rab GTPase activator 
factor 
isotig03671 32,39 3,08 10,51623377 0,095091077 - 
isotig03827 37,02 3,08 12,01948052 0,083198271 Integral to membrane 
isotig03861 32,39 3,08 10,51623377 0,095091077 Transferae activity 
isotig03986 46,28 3,08 15,02597403 0,066551426 Piridoxal phosphate 
binding 




isotig04146 55,53 3,08 18,02922078 0,055465514 Transferase activity 
isotig04267 143,46 12,33 11,6350365 0,085947302 - 
isotig04351 41,65 3,08 13,52272727 0,07394958 Spliceosomal complex 
isotig04400 50,9 3,08 16,52597403 0,060510806 - 
isotig04594 32,39 3,08 10,51623377 0,095091077 Calmodulin-
dependent protein 
kinase activity 
isotig04645 32,39 3,08 10,51623377 0,095091077 - 
isotig04715 87,93 6,16 14,27435065 0,070055726 Catalytic activity, thiol 
oxidase 
isotig04852 166,6 6,16 27,04545455 0,03697479 - 
isotig04873 4,63 49,31 0,093895762 10,65010799 Clathrin adaptor 
complex 
isotig04940 37,02 3,08 12,01948052 0,083198271 Transcription, ADN-
dependent 
isotig05028 203,62 6,16 33,05519481 0,030252431 Serine-type 
endopeptidase 
acctivity 
isotig05190 78,67 6,16 12,7711039 0,078301767 - 
isotig05414 41,65 3,08 13,52272727 0,07394958 - 
isotig05963 124,95 3,08 40,56818182 0,02464986 Odorant binding 
isotig06336 4,63 55,47 0,083468542 11,98056156 ARF GTPase activator 
activity 




isotig06701 37,02 3,08 12,01948052 0,083198271 - 
isotig06746 46,28 3,08 15,02597403 0,066551426 - 
isotig07165 4,63 67,8 0,068289086 14,64362851 Transport, integral to 
membrane 
isotig07236 4,63 70,88 0,06532167 15,30885529 Receptor, 
phosphatidate 
cytidylyltransferase 
isotig07264 50,9 718,03 0,070888403 14,10667976 Defense response 
isotig07719 41,65 3,08 13,52272727 0,07394958 G-protein coupled 
receptor signaling 
pathway 
isotig08174 41,65 3,08 13,52272727 0,07394958 - 
isotig08193 9,26 123,27 0,075119656 13,31209503 Structural constituent 
of ribosome 
isotig08255 4,63 70,88 0,06532167 15,30885529 - 
isotig08256 4,63 86,29 0,053656275 18,63714903 Mitocondrial electron 
transpor, NADH to 
ubiquinone 
isotig08257 74,04 6,16 12,01948052 0,083198271 Integral to 
membrane, signal 
transduction 
isotig08345 74,04 3,08 24,03896104 0,041599136 - 




isotig08359 50,9 542,38 0,093845643 10,65579568 - 
isotig08433 13,88 283,51 0,048957709 20,42579251 ATP-binding; protein 
serine/threonine 
kinase activity 
isotig08435 18,51 292,76 0,063225851 15,81631551 - 





- Alineamiento de las secuencias pertenecientes al Isogrupo00011. Se muestran con su número correspondiente los 
isotigs analizados.  
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               3010      3020      3030      3040      3050      3060      3070      3080      3090      3100         














               3110      3120      3130      3140      3150      3160      3170      3180      3190      3200         

















               3210      3220      3230      3240      3250      3260      3270      3280      3290      3300         














               3310      3320      3330      3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400         

















               3410      3420      3430      3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500         














               3510      3520      3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600         














               3610      3620      3630      3640      3650      3660      3670      3680      3690      3700         

















               3710      3720      3730      3740      3750      3760      3770      3780      3790        
















- Alineamiento general de secuencias de aminoácidos correspondientes a las variantes del gen fem. Se muestra en esta 
sección el alineamiento global entre las proteínas identificadas como variantes de feminizer en especies relacionadas 




gi|970884209|ref|XP_015126732.1| PREDICTED: protein fem-1 homolog CG6966 [Diachasma alloeum] 
gi|755935814|ref|XP_011315450.1| PREDICTED: protein fem-1 homolog CG6966 [Fopius arisanus] 
gi|571534146|ref|XP_006564184.1| PREDICTED: protein fem-1 homolog CG6966-like isoform X1 [Apis mellifera] 
gi|110757512|ref|XP_392810.3| PREDICTED: protein fem-1 homolog CG6966-like isoform X2 [Apis mellifera] 
gi|645002558|ref|XP_008207912.1| PREDICTED: feminization 1-like isoform X1 [Nasonia vitripennis] 
gi|755934447|ref|XP_011314979.1| PREDICTED: protein fem-1 homolog B [Fopius arisanus] 







Isotig06260 marco -2 
Isotig07202 marco-3 
 
                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDFKSAVYIAARDGKLKRLKVFLEHRDKHEVGQLVSA  
gi|75  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDFKSAVYIAARDGKLKRLKVFLEHRDKHEVGQLVSA  
gi|57  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MEYEVNEDYFTRELLEHREKDEVVKLVST  
gi|11  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDIKNVMYNVVREGKLARLKELLEHREKDEVVKLVST  
gi|64  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MMDSETFVVALFTPISRRDCRRYCSVYVTGRGGSSLLCIISKVLQE  




gi|97  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MAGEAEIDQDVLHRVYCMARDGLSMTLYAHLADKPREFVNRLINQ  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Cdd:p  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Cdd:c  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
mRNAI  LSINKRRRSSSDCNRVFKCRTKRIGVKCNKPWILVFWSFSYSVDFLWCMELLLRWTVQNRADKMDFKSAVYNAARDGKLKRLKVFLEHRDKHEVGQLVSA  
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MDKGALPSLQQLAMAMI  




               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  KT~~~~~HGATPLVMACRNGHYDVAEYLIEKCGADIEQPGSVVFDGETIEGAPPLWCAAAAGHLALVKLLVKRGARLNSTTTTNSTPLRAACFDGHFEIV  
gi|75  KT~~~~~HGATPLVMACRNGHYDVAEYLIEKCGADIEQPGSVVFDGETIEGAPPLWCAAAAGHLALVKLLVKRGARLNSTTTTNSTPLRAACFDGHFEIV  
gi|57  KS~~~~~HGTTPLVIACRNGHYDVAEYLIEKCGANVNQPGLVMFDGEMIECASPLWCAAAAGHLALVKLLVKHGARVNSITQTHSTPLRAACFDGHFDIV  
gi|11  KS~~~~~HGTTPLVIACRNGHYDVAEYLIEKCGANVNQPGLVMFDGEMIECASPLWCAAAAGHLALVKLLVKHGARVNSITQTHSTPLRAACFDGHFDIV  
gi|64  DG~~~~~QCCSPFIVAARFGHNKVVKMLLDKFTLDIEQEGRVKFDGYIIEGASALWCAAGVGHLNVVKTLVKAGANVNHPTKTNSTPVRAACFDGRLDIV  
gi|75  KSIDEDGQRSTPFIVAARYGHDKVVKMLLDKFEPDIEQGGTVKFDGYIIEGASALWCAAGAGHLNVVKTLVKAGADVNHATHTNSTPLRAACFDGRLDIV  
gi|97  KFIDEDGQRSTPFIVAARQGHDKVIKMLLDKFEPDIEQEGTVKFDGYFIEGASALWCAAGAGHLNVVKTLVKAGADINHATHTNSTPLRAACFDGRFDIV  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Pfam1  ~~~~~~~~GLTALHKAAISGRLELVKYLLEK~GVDINRTDS~~~~~~~~NGTAALHIAALNGNVEVLKLLL~~~~~~~~~~~~                   
Cdd:p  ~~~~~~~~~~TALHKAAISGRLELVKYLLEK~GVDINRTDS~~~~~~~~NGNTALHIAALNGNVEVLKLLL~~~~~~~~~~~~                   
Cdd:c  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~EVV  
mRNAI  KT~~~~~HGATPLVMACRNGHYDVAEYLIEKCGADVEQPGSVVFDGETIEGAPPLWCAAAAGHFALVKLLVKRGARLNSTTTTNSTPLRAACF~~RWTL~  
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Isoti  KLKCYWISLNLLLSKGELLSLMEISSKELVLCG~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~VLQELG~ITLLK~HSSMLVPMSTTQRIQIPLLSEQRVTMAFDIV  












               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  KFLVQHGADIEAANRHGHTCLMIACYRGHIRIAKYLLALKADTNRKSVKGNTALHDCAESGSLEILKILLDHGARMEVDSYGMTPLLAAAVAGRTHIVEH  
gi|75  KFLVQHGADIEAANRHGHTCLMIACYRGHIRIAKYLLALKADTNRKSVKGNTALHDCAEAGSLEILKILLEHGARMEVDSYGMTPLLAAAVAGRTHIVEH  
gi|57  RFLVTHGADIEMSNRHGHTSLMIACYKGHIKIVKFLLALKANVNRKSKKGNTALHDCAESGSLEVVKVLIEHGARMGVDSYGMSPLLTAAVTGHKHIVEY  
gi|11  RFLVTHGADIEMSNRHGHTSLMIACYKGHIKIVKFLLALKANVNRKSKKGNTALHDCAESGSLEVVKVLIEHGARMGVDSYGMSPLLTAAVTGHKHIVEY  
gi|64  KYLTDHSANIHIANKHNNTCLMIAAYKGHLDIVSFLLENGADPNEQAQYGETALHFAAECGHCTIVKELLKHGSKMTKNAKNMSPLISAAERARADVVDC  
gi|75  NYLVDHGGDIHIANKYNNTCLMIAAYKGHMDILTFLLEHGANPNEKALCGATALHFAAECGHRHIVSKLLKYGTLVTKNVSGMTPLMAAAERTRANVVEC  
gi|97  NYLVDHGADLHIANKYNNTCLMIAAYKGHLDIMTFLLEHEANPNEKALCGATALHFAAECGHCNIVSELLKYGATITKNVSGMTPLIAAAERTRANVVEC  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Pfam1                                                                                                        
Cdd:p                                                                                                        
Cdd:c  KLLLENGADVNAKDNDGRTPLHLAAKNGHLEIVKLLLEKGADVNARDKDGNTPLHLAARNGNLDVVKLLLKHGADVARDKDGRTPLHLAAKNGHLEVVK  
mRNAI  RNCISSSAWSH~~~RSSQST~~~~~~RPHLLDDSLLSWSHQ~~~~~~~~~~~~                                                 
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Isoti  NYLVNHGADLHIANKYNNTCLMIAAYKGHVDILTFLLEQGANPNEKALCGATALHFAAEYGHCNIVSELLKYGTTITKNVSGMTPLIAAAERTRANVVEY  
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  LIGIPHLVNRKERIDALELLGATYVDKKRDMIL~~ALEYWKRAMEERYRGDGPVIEKPPRPPVVAAYDYAQEVSEPEQLDELLADPDEMRMQALVIRERI  
gi|75  LIGIPHLVNRKERIDALELLGATYVDKKRDMIL~~ALEYWKRAMEERYRGDGPVIEKPPRPPVVAAYDYAQEVSEPERLDELLADPDEMRMQALVIRERI  
gi|57  FISIPNLVSRKERIDALELLGATYVDKKRDMMG~~ALECWKQAMDERYRGDPVIPKPPPSP~VVAAYDFAREITDPDALNGLLNDPDEMRMQALVIRERI  
gi|11  FISIPNLVSRKERIDALELLGATYVDKKRDMMG~~ALECWKQAMDERYRGDPVIPKPPPSP~VVAAYDFAREITDPDALNGLLNDPDEMRMQALVIRERI  
gi|64  LIEHEDV~SKEDMIEAYELLGASFANDKDHYCLQKAYTYLHKAMALRYSDPNNIIKKVPGEP~IAAYENWREAETVQRLEIIKNNHNAIHMESLTIRERI  
gi|75  LISKNVA~TKEEIIDAYELLGASFANDKDNYCVITAYTYLHKAMEMRYSDPSNIISKVVAEP~VPAYENWRESETLERLESLMSNVNAIHMESLAIRERI  
gi|97  LISENVA~TKEEVIEAYELLGASFANDKDNYCLTTAYKYLHKAMKMRYSDPSNINRKEVAEP~VHAYENWRESETLERLESLKNDANAIHMESLAIRERI  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Pfam1                                                                                                        
Cdd:p                                                                                                        
Cdd:c  LLL~                                                                                                  
mRNAI                                                                                                        
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Isoti  LISENVA~TKEEVIEAYELLGASFANDKDNYCLSTAYTYLHKAMEMRYSDSANIIR                                              






               410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  LGPAHPDTSYYIRYRGAIYADAGKFERCIELWNYALDMQQSMLEPLNPMTQ~SS~LFSFIELFSFMVGEEGRQTGRGRRIPPVQREDLMRVFKKAVMEVK  
gi|75  LGPAHPDTSYYIRYRGAIYADAGKFERCIELWNYALDMQQSMLEPLNPMTQ~SS~LFSFIELFSFMVGEEGRQTGRGRRIPPVQRADLMRVFTKAVMEV~  
gi|57  LGPAHPDTSYYIRYRGAVYADGGMFNRCIELWNYALDMQQSMLEPLDPMTQ~SS~LFSFTELFSFMI~~~GRQINTGRRVPPVQREELLRVFKKAVLEV~  
gi|11  LGPAHPDTSYYIRYRGAVYADGGMFNRCIELWNYALDMQQSMLEPLDPMTQ~SS~LFSFTELFSFMI~~~GRQINTGRRVPPVQREELLRVFKKAVLEV~  
gi|64  LGRQNPDVPQPVIYRGAVFADNARFDRCIDLWLHALNLRQ~~~~~MNNMSI~SKDLLRFAQVFSQMI~~~~~~~HVGVELKFLQ~~~VLNVLEASVVELG  
gi|75  LGKHNPEVPHPIVYRGAVLADNARFDRCIDLWLHALHLRQR~~~~~NNITAV KDLLRFAQVFSQMI~~~~HVGINLQLSQV~~~~~MD~VLEASVVELG  
gi|97  LGNHNPEVPHPIVYRGAVLADNARFDRCIDLWLHALYLRQR~~~~~NSITAV KDLLRFAQVFSQMV~~~~HVGIDLHFSQV~~~~~MN~VLKASVIELG  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Pfam1                                                                                                        
Cdd:p                                                                                                        
Cdd:c                                                                                                        
mRNAI                                                                                                        
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ELFSFMVGEEGRQTVRGRRIPPVQREDLMRVFKKAVVEI~  
Isoti                                                                                                        
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  ~LGKQML~~DKVPNCDRDLTNLNRI~~~LIITLHLACLLTREMP~~~~~EVGSEE~~YV~NLHRAIHELVRINAKDKGGRDVLQMTHNVDASIAGS~~~Y  
gi|75  RLGKQML~~DKVPKCDRDLTNLNRI~~~LIITLHLACLLTREMP~~~~~QVGSEE~~YV~KLHRAIHELVRIKAKDKGGRDVLQMTHNADASITGS~~~Y  
gi|57  KLGKQMM~~DKGPTRGRDIVYLDKV~~~LLTTLHLASLLTHEMP~~~~~EKDTAE~~YT~ALHQALYELVRINAKDRNGGNVLHLVFRERHIVLGAGPKS  
gi|11  KLGKQMM~~DKGPTRGRDIVYLDKV~~~LLTTLHLASLLTHEMP~~~~~EKDTAE~~YT~ALHQALYELVRINAKDRNGGNVLHLVFRERHIVLGAGPKS  
gi|64  RNKKKLI~~EPEPKEDSDQSISEEIESNITITLYILTILTKLMTLN~~~EKGYDETDIK~RAHHLVHKLCALQVTLKDGQTLLHLAVNADTPVDDF~~~H  
gi|75  RNKTRMLASEAKEDDEQYLEETESN~~~VMTTLYILTILVQLMP~~~LKGKSYDEP~SISKARFLVHKLCALKMTLRDGQTLLHLAVNAKTPVDDF~~~H  
gi|97  RNKTRMLASDAKEDKEQSLEETESN~~~VMTTLYILTILVKLMA~~~LNEKACDED~TVEKTTFLVRKLCALKMTLRDGQTLLHLAVNAKTPVDDF~~~H  
Pfam1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~LHLAAKN~~~~~~~~~~~~GNLE~~LV~KLLLEKGADVNL~~~~~~G~DTDTALHLAARN~~GN~~~L  
Pfam1                                                                                                        
Cdd:p                                                                                                        
Cdd:c                                                                                                        
mRNAI                                                                                                        
mRNAI  KLGKQML~~DKIPNCDRDLTNLNRI~~~LITTLHLACLLTREMP~~~~~EVGSEE~~YV~NLHRAIYELVRINAKDKAGRDVLQMIHNVEASIAGS~~~Y  
Isoti                                                                                                        






               610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  P~~ACKLTSPQLTTA~~LLRAGSDPTATDDEGNTALHLTAMSHPWRTDLATL~~~~~~LLKAGAHIDAVNNEGQTYQSLLDDKAKYDSLNPLKYTTLKCL  
gi|75  P~~GCKLTSTQLTTA~~LLRAGSDPTATDDEGNTALHLTAMSHPWRTDLATV~~~~~~LLKAGAHIDAVNSEGQTYQTLLDDKERYDSLNPLKYTSLMCL  
gi|57  P~~TYRFPSPNLIKA~~LIRVGADVTATDMTDNTVLHLAAY~HYPSLDLFTIL~~~~~~LDAGAHIDAVNKSGDTFEKLTWRKRPYDAVYLVKYTTLACL  
gi|11  P~~TYRFPSPNLIKA~~LIRVGADVTATDMTDNTVLHLAAY~HYPSLDLFTIL~~~~~~LDAGAHIDAVNKSGDTFEKLTWRKRPYDAVYLVKYTTLACL  
gi|64  TNDVCKFPCAATAKL~~LIQCGADVNAMDNERNTPLHVIVQYEKPISDFMTLHSIILDLVEAGAHMDTVNSQGKTPFDAATTGVAEIILRTQTKLSLKCM  
gi|75  T~~NDVCKFPCAATARLLIECGADVNAMDNERNTPLHVIVTYTKPISDFMTLHGIILELIEAGAHMDIVNSQGETPYDAATTGVTEIILRTQTKLSLQCM  
gi|97  T~~NNVCKFPCLATAQLLIRGGADVNAMDNERNTPLHVIATYQKPISDFMTLHSIILELIDAGAHMDIVNSQGETPYDAATTGVAEIILRTQTKLSLQCM  
Pfam1  ~~~~~~~~~~EIVKL~~LLENGADVNAKDKDGNTALHLAARN~~GNLEIVKL~~~~~~LLEHGA~~D~INLKD~                            
Pfam1                                                                                                        
Cdd:p                                                                                                        
Cdd:c                                                                                                        
mRNAI                                                                                                        
mRNAI  P~~VCKLTSPQLTTA~~LLRAGADPTATDDEGNTALHLTAMSHPWRIDLATL~~~~~~LLRAGAHIDAVNNEGQTYQRLLNDKAKYDSLNPLKYMTLQCL  
Isoti                                                                                                        
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~QTKLSLQCM  
 
               710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  AARVIRR~TAIH~INRVPWHLREFVTQH                                                                          
gi|75  AARVIRR~TANILINRVPWHLHQFVIQH                                                                          
gi|57  AARVVRK~TYDISFVPKNLQDFVLMH                                                                            
gi|11  AARVVRK~TYDISFVPKNLQDFVLMH                                                                            
gi|64  AAKAVKAYNLLYCGNVPRSLESFIELHGPGLNQG                                                                    
gi|75  AAKAVKTYNLSYSGNVPRSLESFIELHGSGLHQG                                                                    
gi|97  AAKAVKTYNLSYSGNVPRSLESFIELHGSGLHQG                                                                    
Pfam1                                                                                                        
Pfam1                                                                                                        
Cdd:p                                                                                                        
Cdd:c                                                                                                        
mRNAI                                                                                                        
mRNAI  AARVIMR~T                                                                                             
Isoti                                                                                                        
Isoti  AAKAVKTYNLSYSGNVPRSLESFIELHGPGLHQGPLPRRFDVDEDIFFDILFAKTVAVWYVEFSMQCILSSNFIFIFICCLHYRLFIVQTFVKFIRYDFW  
 




          810       820  
       ....|....|....|....|. 
gi|97                         
gi|75                         
gi|57                         
gi|11                         
gi|64                         
gi|75                         
gi|97                         
Pfam1                         
Pfam1                         
Cdd:p                         
Cdd:c                         
mRNAI                         
mRNAI                         
Isoti                         




- Alineamiento de Isotigs 06880/06880b con la secuencia de D. alloeum, con la que mayor homología de secuencia 
presentaron en BLASTn. Se muestran las variantes obtenidas por medio de PCR de punto final para completar el 
transcripto.   
 
gi|970884208|ref|XM_015271246.1| PREDICTED: Diachasma alloeum protein fem-1 homolog CG6966 (LOC107048182), mRNA 
mRNAIsotig06880 
isotig06880bis mRNA 
Sec 2 femCG 





Fem1 Dlongi F3-R1 Hem670 fw 
Fem 1 Dlongi F3-R1 Hem670 rev INV 
Fem1 Dlongi F3-R1 Hem700 fw 
Fem1 Dlongi F3-R1 Mac1000 rv 
Fem1 Dlongi F3-R1 Hem700 rev 
fem1 Dlongi F3-R1 Mac1000 fw 
 
                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  TAGAAGTGTGTGTGCCACGGCAGCGCGTTGAACACCGTCCCCTCTCTCTCCCCCCACTGCATGTTCCGCAATCGTTCGTCGTCGCCTTGCGAAAAGGAGT  
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  ATTCAATCGTATTTAATACCTGAAAATTGTCGTCATAACGCCGCCCCCACGCCCCCGCAAGTGCTCAAAACAACAGTAATTGTTCAGTGAATTAATCGTA  
mRNAI  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  TAATTAACTATCGGTAAACAAGGGGGAGGGGGGGAGGCTCGTCGGACTGCAATCGGTTTTTAAAATGCCGAACAAAGGGAATCGGGGTGAAATGCAATAA  
mRNAI  ~~~~~....g...a.......a~~~~..aa..a..a...................tg....t......a........a......................  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  ATCGCTCGTTTC~GGTGATTTG~~~~TTTGACAAGTTTCTTGCGCTTTTTTGTGCTGCACTGAGGAGACACT~~~GTTGGCAGCCCAAACCGGAGCATGA  
mRNAI  .c..~.g.a...t....t....gtca...tctt.t.c.g...a~~.........g..t.tg..att.tt...acg..g.a...t.....a.a........  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   ~~GTNNG.NGG.TCAG.TACGCNAGAGGCTGAG.AGAAA.CAGATAAC.C.TCTTC.G.G.TGATGAGTTT.GCGT.GA...AAG.CCC.ACTG.AGCT.  
 
               410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 




mRNAI  ...............................a....................................................................  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   TCC.GCCG.C..AA.CCTCCAT.CAGTA..GGT.GCA.G.TTTCTTCCCCTTCAG.T.AG.GAG.CTAT.GAT....CT..TCTTC.TGA..ACC.CA.C  
 
               510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GACAACTGGTGAGCGCCAAGACCCATGGCGCTACACCACTGGTTATGGCCTGCAGGAATGGACATTACGATGTGGCTGAGTATCTGATTGAGAAGTGCGG  
mRNAI  ......................t..........................a...............................................t..  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNNG....T..  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   CG.TGG.TT.TC.TTGT.TTTAGTC..T.C.GTTC.G.AGCTC.CG.AAACAAT..GT.TA...C.GAA..CATCAACT.CC.G.TTGAC.CTC.AT.CC  
 
               610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GGCTGATATTGAACAGCCTGGATCAGTTGTCTTTGACGGTGAGACGATAGAGGGTGCACCTCCACTCTGGTGTGCAGCGGCTGCTGGTCATCTAGCTCTT  
mRNAI  .......g....g.....a.................t........a..c........t.................t........c..g...t.t......  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   .......G..A.G.....A....N............T...........C........T.................T........C..G...T.T......  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   TCAATGAGGGTG.A.T.AGCTGCATCA.CC..CATTGCT.CCA.AC.CTC.ACTCTACTA.TTCTCT..ACACA.TCGAT...GG.TCTCG.ATCTCT.G  
 
               710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GTCAAATTGCTCGTCAAACGGGGAGCGAGATTGAATTCAACGACAACGACAAATTCAACGCCTCTGAGGGCGGCTTGCTT~CGATGGACACTTCGAAATT  
mRNAI  ........a..t.....g..c.....a.................c..t..g..............c...........t..t...................  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ........A..T.....G..C.....A.................C..T..G..........................T..T...................  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNC..T..G..........................T..T...................  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NN......T..T...................  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   AAT..GCA...TTCGCC.GC.CCTCAC.CT.CTT.GGACT.TTGTCTCC.C..ACGC..CAACGACCC.TTCTT.CCACAG.TCCA..GTTCCTCTCGA.  
 
               810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GTTAAATTTCTGGTTCAGCATGGGGCTGACATCGAAGCAGCGAATCGTCACGGTCACACCTGCCTGATGATCGCCTGCTACCGTGGCCACATCAGAATAG  
mRNAI  ...........a...........a.................c.....a.....c.........t.......a..t.....t.....t.......a.      
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ...........A...........A.................C.....A.....C.........T.......A..T.....T.C...T.......A.....  
Sec 2  ...........A...........A.................C.....A.....C.........T.......A..T..A....C...T.......A.....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ...........A...........A.................C.....A.....C.........T.......A..T..A....C...T.......A.....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
fem1   TACGTCCAAG.AC..AGCAT.C.TCAG.TGT..A.TTGGTGAT.CT.GGG.T...TTCA.G...A.GGTC.TAT.GT.C.AGAG.AGA.TG.TCTTCC.C  
 
               910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         




gi|97  CCAAGTACCTCCTAGCCCTGAAAGCCGACACCAACCGTAAATCCGTCAAAGGTAATACAGCTCTCCACGACTGCGCAGAGAGTGGCTCCCTGGAGATATT  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ..........................................A....C......G.......................G..........A..........  
Sec 2  ...................................A......A....C......G.......................G..........A..........  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~........A..........  
Fem1   ...................................A......A....C......G.......................G..........A..........  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~..C......G.......................G..........A..........  
fem1   .A.TT.G.A.GT.CCTTT.C.CC.A.TT....G.GTTCTGTCAAT..CTCCTGG..GGCAT.GA.AT.CTTAA.CTTTCCGT.A.TCATA.ATCCC.GCC  
 
               1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GAAGATACTCCTGGACCATGGGGCCCGGATGGAGGTGGACTCCTACGGAATGACTCCTCTCCTCGCAGCGGCTGTGGCTGGTCGGACCCACATCGTCGAG  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ...................................................C...G.........A.........CCG.............t........  
Sec 2  ...................................................C...G.........A.........CCG.............T........  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ...................................................C...G.........A.........CCG.............T........  
Fem1   ...................................................C...G.........A.........CCG.............T........  
Fem1   ...................................................C...G...................ccg.............t.......a  
fem1   AGG.TCTGG.AGCCCA.G..CAAGGTTTGGT.GTTGCAT.GATGGGAACT.TGG.G.CA..AGGA...AAATACCT.TAACCACTTGGGT.G........  
 
               1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  CATCTCATCGGGATTCCTCATCTGGTGAATCGTAAGGAGAGGATCGATGCTCTTGAACTCCTGGGGGCGACGTATGTCGACAAGAAACGAGATATGATCC  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ...~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.............T..........N.............A............A.........................  
Sec 2  ....................................T.....................................A.........................  




Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ....................................t........................a............A.......................T.  
Fem1   ....................................T.....................................A.........................  
Fem1   a..~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~..g..........T..................C.....A............A.........................  
fem1   ....................................T.....................................A.......................T.  
 
               1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  TGGCGTTGGAGTATTGGAAGAGAGCCATGGAGGAGAGGTACAGGGGGGATGGACCTGTCATCGAGAAACCACCTAGACCACCTGTGGTGGCTGCTTATGA  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   .T.........................N.....CC......................G........CT......................G.........  
Sec 2  .T.........................G.....CC......................G........CT......................G.........  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   .T.........................G.....CC......................G........CT......................G.........  
Fem1   .T.........................c.....cc......................g........ct......................g.........  
Fem1   .T.........................c.....cc......................g........ct......................g.........  
fem1   .T.........................c.....cc......................g........ct......................g.........  
 
               1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  TTATGCACAAGAGGTCTCAGAACCAGAGCAGCTTGATGAACTACTGGCAGATCCTGACGAGATGAGAATGCAGGCATTGGTAATAAGAGAGAGAATTCTC  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ..............................A.........................................A...........................  
Sec 2  ..............................A.........................................A...........................  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ..............................A.........................................A...........................  
Fem1   ..............................A.........................................A...........................  
Fem1   ..............................A.........................................A...........................  
fem1   ....................NC..T.....CGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN                                          
 




       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GGTCCTGCACATCCAGACACTAGTTACTACATAAGGTATCGTGGGGCTATCTATGCTGATGCTGGCAAGTTTGAGAGGTGCATTGAACTGTGGAATTACG  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ............G...............................................T.........GG....C.......................  
Sec 2  ............G...............................................T.........GG....C.......................  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ............G...............................................T.........GG....C.......................  
Fem1   ............G...............................................T.........GG....C.......................  
Fem1   ............G...............................................T.........GG....C.......................  
fem1                                                                                                         
 
               1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  CACTGGATATGCAGCAGAGCATGCTGGAGCCGTTGAATCCCATGACCCAGAGCTCGTTGTTCAGTTTTATTGAGTTATTTAGTTTTATGGTTGGTGAGGA  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~..a....................g.....  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ....A........AA........A...................................................................~~~~~~~~~  
Sec 2  ....A........AA........A.................................................A....................G.....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ....A........AA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.......................................A....................G.....  
Fem1   ....A........AA~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.......................................A....................G.....  
Fem1   ....A........AA........A.................................................AA                           
fem1                                                                                                         
 
               1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GGGGAGACAGACGGGGAGGGGGAGGAGAATACCACCGGTGCAGAGGGAGGATCTTATGAGGGTGTTTAAAAAAGCTGTTATGGAAGTTAAACTGGGAAAG  
mRNAI                                                                                                        
isoti  a..a..........t...a..............t..a.....a.....a..............t..c........g...g.....a.......a..c...  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   A.............T...A..............T..A.....A.....A..............T..C........G...G.....A.......A..C...  
Fem1   A.............T...A..............T..A.....A.....A..............T..C........G...G.....A.......A..C...  
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  CAGATGTTGGACAAGGTACCCAACTGTGACCGTGACCTCACGAATTTAAACAGGATACTTATTATCACTCTTCATCTCGCCTGTCTGTTGACGAGAGAAA  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ...............a..........c...........t........g................c............t........t..a..a.......  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~...T..A..A.......  
Fem 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~tt..  
Fem1   ...............A..........C...........T........G................C............T........T..a..A.......  
Fem1   ......AAC......A..........C...........T........G................C............T........T..a..A.......  
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      1900         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  TGCCGGAAGTTGGGTCTGAGGAGTATGTCAATCTTCATCGGGCTATCCACGAGTTGGTTCGAATTAATGCCAAAGATAAAGGAGGACGAGATGTTCTCCA  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ....a..............a..................a........t.......a.........................cg..............t..  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   ....A..............A..................A........T.......A...........GC............CG..............T..  
Fem 1  ....A..............a..................A........T.......a...........GC............cG..............T..  
Fem1   ....A..............A..................A........T.......A...........GC............CG..............T..  
Fem1   ....A..............A.............                                                                     
Fem1                                                                                                         





               1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980      1990      2000         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  AATGACCCACAACGTGGACGCCTCGATAGCAGGCAGTTACCCAGCCTGCAAGTTGACATCCCCTCAACTGACAACAGCTCTCCTCCGGGCAGGCTCCGAT  
mRNAI                                                                                                        
isoti  .....t...t.....t..g.....a...................t...t.....a........c..g.................t..a......g.t...  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNtNcgtNt.a.t.......c~~........t..at.....g.T...  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   .....T...T.....T..G.....A...................T...T.....A........C..G.................T..A......G.T...  
Fem 1  .....T...T.....T........A...................T...T..............C..G.................T..A......G.t...  
Fem1   .....T...T.....T........A...................T...T.....ANNNNNNN                                        
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070      2080      2090      2100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  CCAACAGCCACTGACGACGAGGGCAACACAGCATTGCACCTCACTGCAATGTCCCACCCCTGGAGAACAGACCTGGCAACACTTCTTCTCAAAGCAGGTG  
mRNAI                                                                                                        
isoti  .......................t...........a..t........c........t..a.......t......a..g...........g.g...t....  
Sec 2  ...CTC..............T..T...tt......a.gT...c....c........t..a.......T......a..G...........G.g...T....  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   .......................T...........A..T........C........T..A.......A.T....A..G...........G.G...T....  
Fem 1  .......................T...........A..t........C........T..A.......T......A..g...........g.G...T....  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               2110      2120      2130      2140      2150      2160      2170      2180      2190      2200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  CCCACATCGACGCTGTCAACAACGAGGGCCAAACCTACCAGAGCCTGCTCGATGACAAGGCCAAATACGACTCGTTAAATCCCCTCAAGTATACGACATT  
mRNAI                                                                                                        
isoti  ....t.......................t........t.....a..t...a....t...........t.....c........t.....a..c.t......  
Sec 2  ....T........a..............t...............N.T........T...........T.....C..C.....T...TCT..C........  




Sec 2                                                                                                        
Fem1   ....T........A..............T........T.....A..T...A....T...........T.....C........T.....A..C.T......  
Fem 1  ....T........A..............T........T.....A..T...A....T...........T.....C........T.....A..C.T......  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               2210      2220      2230      2240      2250      2260      2270      2280      2290      2300         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GAAGTGCTTAGCTGCAAGAGTCATCAGGAGAACAGCCATTCACATCAACAGGGTACCCTGGCATCTTCGTGAATTTGTCACCCAACACTAGTTCTCGAAT  
mRNAI                                                                                                        
isoti  .c..........a..cc....t....t........                                                                   
Sec 2  .C..........A..CC....T....T....................t..CTTG...a.ac.......C........C................CGTCT.  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   .C..........A..CC..N.T....T....................T..CTTG...A.AC.......C........C................CGTCT.  
Fem 1  .C..........A..CC....T....T....................t..CTTg...A.a........C........C................CGTCT.  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               2310      2320      2330      2340      2350      2360      2370      2380      2390      2400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  GCTCGTGCGGATTCACTCTAGTCCGACTGCTCTAAATAAATCGTCGCCTCTCTTTTTTTTATACTTCTTCTGTTTATTTTTTGGCAGCCATACTTATCTG  
mRNAI                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2  .........CTGGTG..........................G.............GGCC.GAGAGCTGGTGCcCATA.CCAANANGAANNATANCCGTGT  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   .........CTGGTG..........................G.............GGCC.GAGAGCTGGTG.CCATA.CCAA.CAT.T...GG.A..A..  
Fem 1  ....NNNtNN                                                                                            
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         





               2410      2420      2430      2440      2450      2460      2470      2480      2490      2500         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|97  TGTAATAAAGCTATGATGATGATGATGA                                                                          
mRNAI                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2  AA.TCC...NN.Ngtg..gNt.atNaaNaactggNcNaNaNaaNNNcNTTTTTTtcTcattTgtttTaNcattNtTataTcgTactgcacaaatTTaTct  
Se 3   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TACGTTTTTATTTGATTTATTTTGACTTTTTTTTATTTTTTTTTTTACGGGGTTTTTGGATTTTatgTTTTg  
Sec 2                                                                                                        
Fem1   AT.C.GT.C.ACT.A..CCAA.ACTA.TGTGATGGAATTCCCAACGAGAAGGCACTCTGTANTTTTTTTTTATANCCCNNGCNNNGTTTTGNCNTTTTTT  
Fem 1                                                                                                        
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
fem1                                                                                                         
 
               2510      2520  
       ....|....|....|....|... 
gi|97                           
mRNAI                           
isoti                           
Sec 2  gTTattcatTTtctGTTTcacca  
Se 3   gggNTTTaNTTTATTNTTTTTTN  
Sec 2                           
Fem1   TNNNNNG                  
Fem 1                           
Fem1                            
Fem1                            
Fem1                            
fem1                            
 
 




- Alineamiento de Isotigs 07202/06260 con la secuencia de F. arisanus con la que mejor Hit de BLAST tuvieron. Se 
muestran las variantes obtenidas por medio de PCR de punto final para completar el transcripto. 
gi|755934446|ref|XM_011316677.1| PREDICTED: Fopius arisanus protein fem-1 homolog B (LOC105273937), mRNA 
Isotigs07202/06260 fem1 
Fem1 Dlongi F10-R13 H 
FEm1 Dlongi H sec 20 
Fem1 Dlongi sec8 M 
FEm1 Dlongi M sec 21 
Fem1 Dlonf F9R8 f H 
Fem1 Dlongi F9-R8 rev INV H 
Fem1 Dlongi sec13 M 
Fem1 Dlongi sec14 M 
Fem1 Dlongi sec15 
Fem1 Dlongi sec 3 
Fem1 Dlongi F1R1 
Fem1 Dlongi F1R1rev invertida  
Fem1 Dlongi F3-R3 for  
Fem1 Dlongi F3-R3 rev invertida 
 
 
                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  GGCGATCCCCTAAAAAAGAGTGATGGCAGATGAGGCTGAAATCAATCCAGATGAACTCCAGAGAGTGTACTGCATGGCTAGGGATGGCCTGTCAATGACA  
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   N~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TTTTATGCTCATCTGGCGAAGGAATCTCGAAGAAAGGCGAATAGACTTATAAACGAGAAATCCATAGATGAAGATGGACAGAGGAGCACTCCGTTCATTG  
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.......a...........c.......  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TTGCAGCTCGTTATGGCCATGATAAAGTTGTCAAAATGCTCTTGGATAAGTTTGAACCTGACATAGAACAAGGAGGCACTGTCAAATTTGATGGATATAT  
Isoti  ca........c..................a.a........a...................ctc.t..g.....g..a.....t..g.........g....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TATTGAAGGAGCTAGTGCCTTGTGGTGTGCTGCAGGCGCTGGACATCTTAATGTAGTTAAAACTCTGGTGAAAGCCGGAGCGGACGTGAATCACGCTACA  
Isoti  c..c..............t.................a.....g...t.g..c..ta.......a..c..c..t..t..t..c..t..C..C.....A..G  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~.c..c.....a..g  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CATACAAATTCAACTCCACTCAGGGCGGCGTGTTTCGATGGAAGGTTGGATATAGTCAACTACCTTGTAGACCACGGAGGCGATATACACATAGCTAATA  
Isoti  ...........c.....t.....a..a.......a......c..a..c........a..t..t.....ca.t.....g.ct...t..........c....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN...C..A..C........A..T..T.....CA.T.....G.CT...T..NNNN..N.C....  
Fem1   ...........c.....t.....a..a.......a......c..a..c........a..t..t.....ca.t.....g.ct...t..........c....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  AATACAATAATACATGTCTGATGATAGCTGCATACAAGGGCCATATGGATATCCTGACATTTTTATTGGAACACGGTGCAAATCCGAATGAGAAAGCACT  
Isoti  ....t..c.....c.....a.....c..c..g........a..cg.........................g..a.....c.....C..C.....G.....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ....T..C.....C.....A.....C..C..GN.......A..CG.........................G..A.....C.....C..C.....G.....  
Fem1   ....t..c.....c.....a.....c..c..g........a..cgnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn                            
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  ATGTGGTGCAACAGCACTTCACTTCGCAGCAGAGTGTGGTCATCGCCACATTGTATCCAAATTGTTGAAATACGGAACACTAGTCACTAAAAACGTCAGT  
Isoti  C........g.....t..............t..a.ac......t..a...........g.g..............t..gac.a.a..g.....t......  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   C...ANN                                                                                               
Fem1                                                                                                         
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~nnnnn  
 
               710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  GGGATGACACCACTGATGGCAGCAGCTGAGCGAACTCGAGCCAATGTAGTCGAGTGCTTGATATCTAAGAATGTTGCTACCAAAGAGGAGATTATTGACG  
Isoti  ..a.....c........c...........a....................t..a.at........cg.a.....c..a..g..g......g.g.....g.  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNNNNNN............t..a.AT........CG.A.....C..A..G..G......G.G.....G.  
Fem1   nta.....c........c...........a....................t..a.at........cg.a.....c.gnnnnnnnnnnnnnnnnnnn      
 
               810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CGTACGAACTTCTCGGCGCGTCATTCGCCAATGATAAGGATAATTACTGTGTAATAACTGCCTACACTTACCTGCACAAAGCAATGGAGATGAGGTACAG  
Isoti  .c........c.....t..a.....t..a..c..c.....c........ct.gtc...a..g...........c..t.....c...........a.....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~NN..t......A.T..A.~C..C.T.AC~~.......CT.GTC.~.A..G...........C..T.....C...........A.....  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNT..A.tc..ct.cacgt.......CT.tg.c..A..g...........C..t..g..c~..N.N.....a.....  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNN.a.t..a.Nc..c.t.acc........G..tg.c..a..G...........C..t.....C...........A.....  
FEm1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~......C.NT.....C...........A.....  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1   .C........C.....T..A....At..a..c                                                                      
Fem1                                                                                                         
 
               910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CGATCCGTCGAATATAATTAGCAAAGTAGTGGCAGAACCAGTGCCTGCATACGAGAATTGGAGAGAGAGTGAGACTTTGGAAAGACTTGAGAGCTTGATG  
Isoti  t..ct.ag....c.....cc..nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   T..CT.AG.A..C.....CC.....CA.........G..T......................................A........A........A.AA  
FEm1   t..ct.ag.ac.N.....cc...t.cc......tt.g..t...................t...........GagAc..t.t..a...a.t.....cacaa  
Fem1   T..CT.ag.a..C.....CC.....CA.........g..T......................................A........A........A.AA  
FEm1   T..CT.AG.A..C.....CC.....CA.........G..T......................................A........A........A.AA  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  AGCAATGTCAACGCGATTCACATGGAGTCCCTGGCTATCCGAGAGAGAATCCTTGGAAAGCACAATCCAGAAGTGCCTCATCCCATAGTTTACAGAGGTG  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   .ATG...CA..T...C....T........AT....C...AAG..A.....A..A......T................A.T..GA..T..C........A.  
FEm1   .ATG...Ca..T...C....T........AT....C...AAg..A.....A..A......TN.........NT....G.T..GA..T..C....C...A.  
Fem1   .ATG...CA..T...C....T........AT....aTCAG.GA.ANact.A..atttttc.tttccgttt.t.a..t.G..gag.agtgcct.g..AacT  




Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CTGTGCTTGCGGACAATGCTAGGTTCGATAGATGTATTGATCTATGGCTGCATGCACTTCATCTTCGACAACGGAATAACATCACGGCGGTGAAGGATCT  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   ....T..C..T..T.....C.AA........G........CTA.G................C..A..CAGGA.C.TA.G...GT.TTTT.GA..A....G  
FEm1   ....T..C..T..T.....C.AA........G.........tA.G................C..A..cagGA.C.Ta.G...GT.TTtT.Aa..A....g  
Fem1   t.tat..ccActTTtg...cgaC........gatg..aac.Tat.A....atG.TCA.Cg.GG.AATG.TTAC...C.T.TAACGATTtTGACGC...TA  
FEm1   T.TAT..CCACTTTTG...CGAA........GATG..AACCTAT.A....ATG.TCA.CG.C..AATG.TTAC.....G.TAGCGATTTTGACGC...TA  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1210      1220      1230      1240      1250      1260      1270      1280      1290      1300         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TCTCAGATTTGCCCAGGTTTTCTCTCAAATGATTCACGTCGGTATTAATCTCCAATTGAGTCAAGTAATGGACGTCCTCGAGGCAAGTGTCGTTGAATTG  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   G..A...........A..C........G...G.....T.G.....CG.......G..T.AC...C.TC....T..G..T.....C...........GC..  
FEm1   G..a...........a..C........GtG.G.....T.G.....CG.......t..T.Ac...C.TCG...T..G..T..............N..GC..  




FEm1   CGAATTTC.CCG.ATCCCCG.GGT...CCC.T.GACTAGG...CCCGT.GAT.TGACTTAC...C.GT....G..GT.T....ACGC..C.CCC.GT...  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  GGGAGAAATAAAACGAGGATGCTCGCCTCTGAGGCCAAAGAGGATGACGAACAGTACCTTGAAGAGACAGAGTCAAATGTCATGACAACATTGTACATAT  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   ...........GG....A.....AA.A.....T..T........CACA........T..C..G..A......C.C...A.......G...........T.  
FEm1   ...........GG....A.....AA.A.....T..T........CACA........T..C..G.Na......c..N..A.......G...........t.  
Fem1   ........A.tGG.t..Ac.ta.AcA..T.aTTC.T......a.CAC...cA...tTt.CN.G.NAct....c.C...Aa......G.....taN...N.  
FEm1   ........A.GGG.T..AC.TA.ACA..T.ATTC.T......A.CAC...CA...TTT.CN.G..AC.....C.C...AA......G.....TA....T.  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TGACTATTCTGGTACAGCTGATGCCACTCAAGGGGAAATCATATGACGAACCTAGTATAAGCAAGGCTAGGTTTCTCGTCCACAAGCTGTGTGCTCTCAA  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   .............GA.A..C...G.........A....GAG..C..T...AG....G.T.AA..A...........T........AT.......A.....  




Fem1   .tN.........atg.ct.C...ttta...g..ta.gcGaG.ggCtgc..ag.tta.NcCc.tctt...tt...A.ta....t.tAT.tacctta.gggg  
FEm1   ............ATG.CT.C...                                                                               
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  GATGACCCTCAGAGACGGGCAAACTCTTCTGCATCTGGCTGTAAATGCAAAAACCCCAGTGGATGATTTTCACACGAACGATGTGTGTAAATTTCCCTGC  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn  
Fem1   ......TT.A.....T.CA...........T.....C.....T...T.T...........T...........T..C..T.....C..C........T...  
FEm1   ......TT.A.....T.CT...........T..AAAC...T.T...T.T...........T...........T..C..T.....C..C........T...  
Fem1   Nc.ttaa..ac.t.tgTc..N.cggt....T.....C...T.T.....NNNGggaga.aaN.gcNCaNaattgT.cgggcNaaacNac..NNN..GGGC.  
FEm1                                                                                                         
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  GCAGCTACTGCCCGATTACTCATTGAGTGTGGAGCTGATGTCAATGCCATGGACAATGAGAGAAACACTCCTCTTCATGTAATTGTTACTTACACAAAGC  
Isoti  nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnc.~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




FEm1   T....C.N                                                                                              
Fem1   C.NANNGANANNNNNNNCA.TT..TTT.T.TTTTT.TN                                                                
FEm1                                                                                                         
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CTATCAGCGATTTTATGACGCTTCATGGGATTATATTGGAGTTGATCGAGGCTGGGGCACACATGGACATTGTCAATAGCCAGGGAGAGACGCCGTATGA  
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   AAT.AGTGAT...ATGAC.CTGCACA.CATC.TAC...AGC.....GAT.CTG.....CATATG.A..TG.CAT...CAGA....C..C.TA.GA.G.T.  
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      1900         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TGCTGCAACAACGGGAGTTACTGAGATTATACTTAGAACACAGACTAAATTGTCCCTTCAGTGTATGGCTGCCAAAGCTGTCAAGACATACAACCTCTCT  




Fem1   .....T.....................AC.C......G....A..A........A........C.AN                                   
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNN...T..T...  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~t........C.a......a.....a........g.....t..t...  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNNNNNNN  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNNNNNNNNNNNN  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980      1990      2000         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TACTCAGGCAATGTCCCAAGGTCTTTGGAGAGTTTTATCGAACTTCATGGATCGGGTCTTCATCAGGGATAGTAATTATTTCAACAGCTCTATCACAGAT  
Isoti  ..t..g........a..g..a..a..........................gc.a.....a........c..acc....cc..g..gat..g.~.gtc...  
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   ..T..G..G.....A..G..A..A................N.........GC.A.....A........C..ACC....CC..G..GAT..G.~.GTC...  
Fem1   ..t..g..G.....a..g..a..a..........................gc.a.....a........c..acc....CC..G..GAT..g.~.gtc...  
Fem1   NNNNNG..GC....A..G..A..A..........................GC.A.....A........C..ACC....CC..G..GAT..G.~.GTC...  
Fem1   NNNNNG..GC....A..G..A..A..........................GC.A.....A........C..ACC....CC..G..GAT..G.~.GTC...  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070      2080      2090      2100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 




Isoti  .a.....tatt.t..ga..t...~.....a...........ccg...c.g....g...gt.ga..t.agtatgcaa.g.ata.t..aa.aatct...a..  
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   .A.....TATT.T..GA..T...~.....A...........CCG...C.G....G...GT.GA..T.AGTATGCAA.G.ATA.T..AA.AATCT...A..  
Fem1   .a.....tatt.t..ga..t...~.....a...........ccg...c.g....g...gt.ga..t.agtatgcaa.g.ata.t..aa.aatct...a..  
Fem1   .A.....TATT.T..GA..T...~.....A...........CCG...C.G....G...GT.GATGc.Ng...aaacG.GG.acGa..C..Ccacaac.G.  
Fem1   .A.....TATT.T..GA..T...~.....A...........CCG...C.G....G...GT.GATgC.Ng...AAaCg.gg.ACgA..C..CCACAAC.g.  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               2110      2120      2130      2140      2150      2160      2170      2180      2190      2200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CAGCTTCTCGCAATGACAACCGTACATTACGCGGCCTATAACGCTCACCTATGACAAAAGGGCTTTCGTAGCTATCGAAGTAGCTACTTGCCCATGTGTT  
Isoti  t.at..a.tttc..attt.tttgtt.a.g.tt.ca....cg.tga.tgt.cat.gtgc..act...gta.aa.t.at.c..ta.g....ctggg.accac  
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   T.AT..A.TTTC..ATTT.TTTGTT.A.G.TT.CA....CG.TGA.TGT.CAT.GTGC..ACT...GTA.AA.T.AT.C..TA.G....CTGGG.ACCAC  
Fem1   t.at..a.tttc..attt.tttgtt.a.g.tt.ca....cg.tga.tgt.cat.gtgc..act...gta.aa.t.at.c..ta.g....ctggg.accac  
Fem1   TN..gcA.Aa.CC.aTtCgg.TGGTTGG.TTG..T..NNTNN.NGANG                                                      
Fem1   tN..Gca.aA.cC.atTCgG.tGgttgg.ttg..t..Nacta..catatcccc.ttttg.tcaa..gN.tNNg.g.TTC..G..GGT...TTAGGAgC..  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               2210      2220      2230      2240      2250      2260      2270      2280      2290      2300         




gi|75  GTAAATTGGTATCTGCAGGATTGGCTACGAGAAGAGTTTTGTTTTACAGTGAGAGTAAAACTGGTCAAATGATGAAGAAAACAGAATTGTGGATTTCGCC  
Isoti  tgg.ca.t..tc.a.gca.c.aa..atatgccttg..acca.....a.t.tcatta..tct.tta.cttcagg...atgcttttctact.ttg.aattga  
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   TGG.CA.T..TC.A.GCA.C.AA..ATATGCCTTG..ACCA.....A.T.TCATTA..TCT.TTA.CTTCAGG...ATGCTTTTCTACT.TTG.AATTGA  
Fem1   tgg.ca.t..tc.a.gca.c.aa..atatgccttg..acca.....a.t.tcatta..tct.tta.cttcagg...atgcttttctact.ttg.aattga  
Fem1                                                                                                         
Fem1   TGG.ca.c..Tc.A.GcA.C.NA..ATATGccTTg..ACCA.....A.T.TcATTA..tCt.TTa.CTTCAGG...ATGCTTTTCTACT.TTG.AATTGA  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNtct.tta.CTTcagg...atgcttttctact.ttg.aaTtGa  
Fem1   ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNNNaNNNgt.N.TCT.TTA.CTTCAGG...ATGCTTTTCTACT.TTG.AATTGA  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               2310      2320      2330      2340      2350      2360      2370      2380      2390      2400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  CTGAAGAATTGGTAGCAATGATCTCTTTGTGCGAATCGCTTGTACAGGTGAATCTTGTTGTTTAGTTTCGAATAATTATGTTTTTCTATGATAAATGGAC  
Isoti  a.ttga.c.ctcacaact.a.....aa..ct.ac..ttaaat.t.ct..a...aa.tgataaataa..tcttctga.t.tcc..ctaccaga..t.aatt  
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   A.TTGA.C.CTCACAACT.A.....AA..CT.ACN.TTAAAT.T.CT..A...AA.TGATAAATAA..TCTTCTGA.T.TCC..CTACCAGA..T.AATT  
Fem1   a.ttga.c.ctcacaact.a.....aa..ct.acg.taaaat.t.ct..a...aa.tgataaataa..TCtc.g.A.tcc..c.CTACcA.at.T.AATT  
Fem1                                                                                                         
Fem1   A.TTGc.C.CtCACAACT.A.....AA..CT.a.g.TAAAAt.T.C...A...AA.TGaaaaaNcNNNg.gggggg.T.T.N                    
Fem1   a.ttga.c.ctcACAACT.A.....aa..ct.ACG.TTaaat.t.cT..a...AA.tNAaAAATAAa.tCct.cGA.t.t.cc.CTACCAGG..T.AA.t  
Fem1   A.TTGA.C.CTCACAACT.A.....AA..CT.ACG.TTAAAT.T.CT..A...AA.TGATAAATAA..TCTTCTGA.T.T.C..CTACCAGA..T.AATT  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 




       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  ATTGTAATCAAACGCTGTAAATTTACAAATATGTAATGTCGTAAAAATGAATAAGATAGGATTCAATAATGAAACTAAGTTGGACTTTTTTCGTCGCCAT  
Isoti  tc.tgctaa.ctgtaa..tc.a.gc.cctg.atactc..~.acttgt.tt.a.tct.tt                                           
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1   TC.TGCTGA.CTGTAA..TC.A.GC.CCTG.ATACC.~C~..GNNC.                                                       
Fem1   tc.tgctn                                                                                              
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1   t.ctNgc.A.CTGTAaAGTT.a..C.ccTG.ATA~TC..gac...gtATT.GTgTT.TT.GA..CCCCTGA.T......ga..T.......g.a...gG.  
Fem1   TC.TGCTGA.CTGTAA..TC.A.GC.CCTG.ATACTC..GAC...GT.TT.ATCTT.TN.GA..CCCCTGA.C...T..GA..T.......G.A...GG.  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               2510      2520      2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      2600         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75  TGACAGCAGGTTTCCTCGTTATTCTTCAAGTCATAATTTTCTCGACTTCGTATCTGTTGACAATT~GAGCCATTTTTATTATTTAT                
Isoti                                                                                                        
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1   ...At..TCCAAAG.cTCgg.AAA..ttT.G.....a...T..c.......g.a.T..TT.TT..T...............c....tcttgGtcttg~ga  
Fem1   ...AT..TCCAAAG.CTCGG.ACA..TTT.G.....A...T..C.......G...T..T.TTT..T......A....T...G....tGTTGTTGCTGTGA  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         





               2610      2620      2630      2640      2650      2660      2670      2680      2690      2700         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75                                                                                                        
Isoti                                                                                                        
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1   ttgttgcgattgtttt~gctgtgatT~~GctttGTTTgttgcTgctgTTTTTGTtgcTNttttgtttgtccTAtctgCGGATCTaaTggccgcGTGTAAT  
Fem1   TTGTTGcGATTGTTGTTGCTGtTCTtTTGCTTTGTTTTTTTCTAAACTGCTTTTTCGGAGTTTGCTGTGTTG~TCTGCGGATCTGCTGGCCTTGTG~~AT  
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
 
               2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790      2800         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|75                                                                                                        
Isoti                                                                                                        
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
FEm1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1   GGCTTCTGAGcGGctTGCCttTtaTtGacTTCCNTTGGAtgTgctgttgctgctGcTgcTcttgCaagggcttCcCAggAgTTtGttGTcgCTGctgttg  
Fem1   GGCTTCTGAGCGGTCTGCCTTTGATTGGCTGCCNTTGGAAGGACTTCTGAGGAGTCTGTTGTCGCTGCTGTTGCCCCTGAATACTCGTGACATGACAC    
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         
Fem1                                                                                                         





               2810      2820       
       ....|....|....|....|....|... 
gi|75                                
Isoti                                
Fem1                                 
FEm1                                 
Fem1                                 
FEm1                                 
Fem1                                 
Fem1                                 
Fem1                                 
Fem1                                 
Fem1   cccNaNaatactCNtNNNNNTTTTTTTN  
Fem1                                 
Fem1                                 
Fem1                                 
Fem1                                 




-Alineamientos para los Isotigs 08283 y 00774/5 en los marcos de traducción correspondientes con las mejores 
coincidencias por BLASTx en el NCBI. Se incluyen además las secuencias de singletons que también mostraron homología 
con la secuencia de la proteína DSX así como las secuencias obtenidas a partir de dominios consevados para unión al DNA 
y de dimerización (DM) para doublesex. Se indican en los recuadros las regiones conservadas y a su vez la región variable 
encargada de la determinación del sexo. Se resalta en amarillo la única porción de secuencia que quedó sin cubrir. 
pfam00751 paper2009 
pfam00751 consensusDM DNA BD (1-47) Nter 




gi|665786873|ref|XP_008554550.1| PREDICTED: protein doublesex isoform X1 [Microplitis demolitor] 
gi|665786875|ref|XP_008554560.1| PREDICTED: protein doublesex isoform X2 [Microplitis demolitor]  
gi|755974785|ref|XP_011307439.1| PREDICTED: protein doublesex isoform X2 [Fopius arisanus] 
gi|755974778|ref|XP_011307437.1| PREDICTED: protein doublesex isoform X1 [Fopius arisanus] 
pfam08828 consensus DSX-dimer dsx dimerizacion 
pfam00751 DMRTA motif dsx Cter consensus  
Isotig08283 inv en +2 
Isotig00774 en +3 
Isotig00775 en +2 
HWR9CMJ02JGH1E 
en +1 HWR9CMJ02HD6FV 
HWR9CMJ02J33 en +1 
HWR9CMJ02IRU92 inv en +3 
 
                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pfam0  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~RI~PYCQRC~ENHGEKV~PLKGHKRY~CPFRDCPCKKCTLVEKRRRLMALQ                         
pfam0  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~RS~PKCARC~RNHGV-LSPLKGHKRY-CPYRDCTCEKCALVAERQRLMAAQ~~                       
gi|66  MNNDNEDSSTPTEVKSTVAVNIGLNPRTPPNCARC~RNHRLKIALKGHKRYCKYRNCNCEKCILTKDRQRVMALQTALRRAQDQDTTRVRRPEEQVEPRP  
gi|66  MNNDNEDSSTPTEVKSTVAVNIGLNPRTPPNCARC~RNHRLKIALKGHKRYCKYRNCNCEKCILTKDRQRVMALQTALRRAQDQDTTRVRRPEEQVEPRP  
gi|66  MNNDNEDSSTPTEVKSTVAVNIGLNPRTPPNCARC~RNHRLKIALKGHKRYCKYRNCNCEKCILTKDRQRVMALQTALRRAQDQDTTRVRRPEE~VEPRP  
gi|75  MNQDKEAVVAGAESKSVVMKSAVVIPRTPPNCARC~RNHRLKQAVKGHKRFCRYRSCTCDKCILTKDRQRVMAKQTALRRAQDQDATRPLQPGE~IRALP  
gi|75  MNQDKEAVVAGAESKSVVMKSAVVIPRTPPNCARC~RNHRLKQAVKGHKRFCRYRSCTCDKCILTKDRQRVMAKQTALRRAQDQDATRPLQPGEQIRALP  
pfam0  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
pfam0  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~PRRQHE~~VEPQP  
Isoti  MNVDNETSSTSSDSKTVTLTNTSVVRRAPPQCARC~RIHGLKMVLKSHKRYCKYRYCRCEKCILIKERQRVMALQTALKR                      
Isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~VSLTNTSVVRRAPPQCARC~RIHGLKMVLKSHKRYCKYRYCRCEKCILIKERQRVMALQTALKR                      
HWR9C  LSNSSADPSTPKASQKSIATTEANGIRPRKPCN~CTKSQCLKLYCDCFANGEFCHMCNCNNCSNNLGNEEERQR                            
en +1  LSNSSADPSTPKASQKSIATTEANGIRPRKPCN~CTKSQCLKLYCDCFANGEFCHMCNCNNCSNNLGNEEERQ                             
HWR9C  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pfam0                                                                                                        
pfam0                                                                                                        
gi|66  LTLDRERLTSASQPTRSLEGSC~~~~DSSSGDSPISNHGGSGVH~~IVSVPNLQKLSPTLNTHSSSTTQMSEPESCENVEVLLECS~TKLLERFWYSWDM  
gi|66  LTLDRERLTSASQPTRSLEGSC~~~~DSSSGDSPISNHGGSGVH~~IVSVPNLQKLSPTLNTHSSSTTQMSEPESCENVEVLLECS~TKLLERFWYSWDM  
gi|66  LTLDRERLTSASQPTRSLEGSC~~~~DSSSGDSPISNHGGSGVH~~IVSVPNLQKLSPTLNTHSSSTTQMSEPESCENVEVLLECS~TKLLERFWYSWDM  
gi|75  IALDGELPISVPQPARSLENSC~~~~DSISADSPFSNQGSTGPHSGIFTIPPSCKLPPSFSSHSTSDTQLSEPRSCESSDDMLLEYSAKLLDQFWYTSEI  
gi|75  IALDGELPISVPQPARSLENSC~~~~DSISADSPFSNQGSTGPHSGIFTIPPSCKLPPSFSSHSTSDTQLSEPRSCESSDDMLLEYSAKLLDQFWYTSEI  
pfam0  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~LPQ~DVLLDYC~QKLLEKFRYPWEM  
pfam0  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~SR  
Isoti  MNLNIDRPMSVPQPARSLENSCADSGCSSSADSPFSNHGGTGSHTGIFTVPSSSKLPQSHNIHSSSATELPE~RNCENVE~VLLEYSVKLLEQFWYSWDI  
Isoti                                                                                                        
Isoti                                                                                                        
HWR9C                                                                                                        
en +1                                                                                                        
HWR9C  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~SKILNFHFRSTYQ~SPLSTNKNQF~MLQKSGCN~LISRTW~~~~~  
HWR9C  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~KN~~~VNDLI~DC~~~~ILGIFSYSWNL  
 
               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
pfam0                                                                                                        
pfam0                                                                                                        
gi|66  LPLMYVILKDARADIEEATRRIAEVDINEDSLVYFRKMITTVKIFKQIIVKKKILNKMKWFLIAV                                     
gi|66  LPLMYVILKDARADIEEATRRIAEANSEIRAVAF~WKARRMLQDNGGVYYNDWYPGANNIVTPTYLGHPPYMGGGIAPSHTSVHVGPLPHLLNAQVLASRIPSSPDSP  
gi|66  LPLMYVILKDARADIEEATRRIAEANSEIRAVAF~WKARRMLQDNGGVYYNDWYPGANNIVTPTYLGHPPYMGGGIAPSHTSVHVGPLPHLLNAQVLASRIPSSPDSP  
gi|75  LPLMYVILKDAKSDLDEARRRIAEGITEIRSIFV~RKARTMM~~~~GVT~SDVYYNERYTATAGSAG~PTYIGQPPYIGS~VMH~PPL~HLGIPHLVNAHLFTAGVPS  
gi|75  LPLMYVILKDAKSDLDEARRRIAEGITEIRSIFV~RKARTMM~~~~GVT~SDVYYNERYTATAGSAG~PTYIGQPPYIGS~VMH~PPL~HLGIPHLVNAHLFTAGVPS  
pfam0  MPLMYVILKDADADIEEASRRIEEGQHIVNEYSRQHNLN                                                               
pfam0  SPID~VLMKIFPNRKRSVLELVLKRCKGDVLQAIELAL                                                                
Isoti  LPLMYVILKDAKADIDEARRRIAQAVTTY~VLLL~RPQE                                                               
Isoti                                                                                                        
Isoti                                                                                                        
HWR9C                                                                                                        
en +1                                                                                                        
HWR9C  ~~LYVVFSTDAKQRIEEMSSAI~~~~~~~~LLIPPNGKRCVYFVTSLYRSSTQPCPVASCTLSHLALDTYWMTCMHHSLISSICIMINS             





               310       
       ....|....|....|. 
pfam0                    
pfam0                    
gi|66                    
gi|66  PEGSPT    
gi|66  PEGSPT    
gi|75  SPPRGPTI  
gi|75  SPPRGPTI  
pfam0                    
pfam0                    
Isoti                    
Isoti                    
Isoti                    
HWR9C                    
en +1                    
HWR9C                    
 
-Alineamiento para las secuencias nucleotídicas correspondientes a los Isotigs homólogos a doublsex. Se incluyen en el 
alineamiento las secuencias amplificadas por PCR de punto final obtenidas utilizando los cebadores l istados (ver materiales 
y métodos). 
 
                    
gi|665786874|ref|XM_008556338.1| PREDICTED: Microplitis demolitor protein doublesex (LOC103576202), transcript variant X2, mRNA 




Sec 25 dsx 
Sec 26 dsx 
Sec 28 dsx 
Sec 10 dsx 




Sec 11 dsx 
Sec 22 dsx 
 
                10        20        30        40        50        60        70        80        90       100                   
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  GCCGCGACCGCCGTCGTTTCTCCGATCCACCGCACGCCAACGTGAATTTCCACGGAGTGCTGTCGCTACCAGCACGGTTAGTAAGTTACGGACTACATGT  
gi|75  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  TAGTGATGATGTGATACTATCTTTTAATAATAACTTTTATTTAGTAGCTGAGCTCAGCTCTTTAAAGTGATTAATGGATTACTTTTTTCTCTATCACAAG  
gi|75  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~CGACtGCACAGCCGTGAGGTTATATTCCGCGTCGCGAATTATTTTTCTCGTTACGACGAATAAATACCGAACAATTTCCAACATTAATTCCGGGA  
isoti  ~~~~~CGACtGCACAGCCGTGAGGTTATATTCCGCGTCGCGAATTATTTTTCTCGTTACGACGAATAAATACCGAACAATTTCCAACATTAATTCCGGGA  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 




gi|75  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ATTTTCTCACGTGCCTGTGTAGCGATACGTGTGTTTAGATACAATTCATCAACGGTAGAATAGTTCTGATGTGATTGTTATCAGTGCTTAAATGACAAAG  
isoti  ATTTTCTCACGTGCCTGTGTAGCGATACGTGTGTTTAGATACAATTCATCAACGGTAGAATAGTTCTGATGTGATTGTTATCAGTGCTTAAATGACAAAG  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  TAGTGTAAGACCAGTATATGTTATTCAATGTGTGCATCTGTTTGTAAAAAGTATGCAAGTGAAGCAGTGTGAAATAAAATTTTCAGTGCAGTAACAATGG  
gi|75  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ATTTTTGT  
isoti  TCATAAAACACTGGTGTTTCGTGTGTGTACCTTGTAGCGTTCACGGTCGTACCCGCAAGTCACTGTTATTATTCGTACACGGGTCTCGTGTCGATTGCAA  
isoti  TCATAAAACACTGGTGTTTCGTGTGTGTACCTTGTAGCGTTCACGGTCGTACCCGCAAGTCACTGTTATTATTCGTACACGGGTCTCGTGTCGATTGCAA  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ACGGATTTTCTTTCATGAGTTTTTACTTGCAAGTGATACAAGGACTCATGAGTTTCGGTAGCAGAAGAATGTTTATAAGGTGTAATTGAACTATATATCA  
gi|75  TTTTATTTAAATGGAACTCGTTTTGCAATGTTGCCTAGGTCGTGCTGGAGGCATATAATTTGAATTCGGCAACACTGGGCCTTGAATGGCACGCGATGAC  
isoti  TCGATTGTTATTATCGGCGGGGGAATAGGTGGATGGGTATTTTtGTTGGTGAAGGGTGATATGGTGGAGACTAGTCATTAATGCGTTAAAAAAACaGCAG  
isoti  TCGATTGTTATTATCGGCGGGGGAATAGGTGGATGGGTATTTTtGTTGGTGAAGGGTGATATGGTGGAGACTAGTCATTAATGCGTTAAAAAAACaGCAG  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  CTTGAAAGGTACTCTCAAAGTTCCACAGGCGTATCCGGAGGGCTGGACCTTGACTTCCGGGGGCGGTGACTTCCTGTTGTAACTGCGCGTGTTCCACGTG  
gi|75  ATTAGCACACATAAAAATACTCCGATACCACACCATTATCCAGTGCCCAGAAGATGAACCATAGAAAAAACACCATATGCACGATCAATTTATCGTAAAT  
isoti  TGTGGATGAAGCGAGGAGTTGTAAAAAATTTGATAAAAAGaGAAATTCAACAAGTGGTCGATGATAAAAAGGCTACCTGGTATCCATGGGTTATGTGTAA  
isoti  TGTGGATGAAGCGAGGAGTTGTAAAAAATTTGATAAAAAGaGAAATTCAACAAGTGGTCGATGATAAAAAGGCTACCTGGTATCCATGGGTTATGTGTAA  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               610       620       630       640       650       660       670       680       690       700          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ACAGGCGCGAGCGCATACACTTGCTGCGCAACATACACGCGAGTTGAGAAGAAACAAAAAATTTTCTAAAATAATATATATATATATATATAATATGATA  
gi|75  TACACACGTACTTAGTAGAGGATAAATACCAGTGGACATGCACGCACCAATTAGAAAAATTATAGAGGAAAATGAAAAGCCATGTAATACTCTAATGAGA  
isoti  GTGGTGTACGCGCATGTAAAGTCTGGTAACTGGGGAGgTTGGACCTTAACTTCcGGGGGgCGgTGACTTCCTGCTtGGTTTAGCCGTGCGTGTTCCACGT  
isoti  GTGGTGTACGCGCATGTAAAGTCTGGTAACTGGGGAGgTTGGACCTTAACTTCcGGGGGgCGgTGACTTCCTGCTtGGTTTAGCCGTGCGTGTTCCACGT  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               710       720       730       740       750       760       770       780       790       800          




gi|66  AGATATTAAGTGCAATTTTATAAATTGTGTTCTTGTCATTTGCGTGTTTCAAACATCACACTTATCAGTGTTGGGTTCGTGTAAGATTCTCTTAGCACTA  
gi|75  ACTCGATTCCAATTTCAAATTTTTTAATTAAAAAATTCTCTCGCTCATTACAAAACTCTCTGGCAGTTCTCAAGTTTGAAAGTTTTGACGGACAAGTCTG  
isoti  GACAGGCGCGAGCGCGTTTTCtcACTGCGCCGGATCTGCACGTGGGTTATCGGAAGTATTTTGCATCTTTCGGTGGAATTTGACATCTCGTGGGtGGTTG  
isoti  GACAGGCGCGAGCGCGTTTTCtcACTGCGCCGGATCTGCACGTGGGTTATCGGAAGTATTTTGCATCTTTCGGTGGAATTTGACATCTCGTGGGtGGTTG  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
 
               810       820       830       840       850       860       870       880       890       900          
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  AATTAATATCATCAACATATATACGTATATACATATATACACTTACAAATCATTTACGTAGCGTGGGAATAAGATAAATAATAAAACAGCTGTTGTGATC  
gi|75  CAAGTTCCCCCCAAGGTTTGCCGCACTTAAAAATTCACAAGGTTTACATTTATTTGTTTTACTTTATATCACGTTGTGACCTGTTTAGTCTACCACGATG  
isoti  GAGAGAGAAGAAAGGGCCTGACTgtcGAGGatCAACTGGCTTGATTGGTACTGGGGGACTCGGTGGATTGagCACTGAGACGTTGaCTGGGAGCTGGACG  
isoti  GAGAGAGAAGAAAGGGCCTGACTgtcGAGGatCAACTGGCTTGATTGGTACTGGGGGACTCGGTGGATTGagCACTGAGACGTTGaCTGGGAGCTGGACG  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~GGGAGCTGGACG  
 
               910       920       930       940       950       960       970       980       990       1000         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  CTCTTCCTTTGGTTGCGGTTTACTATCAACTACAAAGTACCGTAGCAAGAGTATAATCAAGATTTATAGAGCGAATTGAGAAGATCTAATTATCAAAAAC  
gi|75  TGATTGTAATCACGGGATCAATTACTGATGGGGAGAACTCTGAGGACTTGAAGGTATGTAAATAAATAGTCCGTGAATTGATGTGCCCAGGGATTGAGTT  
isoti  TCAGGaCTGCTTTGCGTTGGTGAGGAGgATGGGGAACGCGGGcGTTCTCACcGGGGACGTGGTCTGAGGGCAGTCGGGATTTTTTGAGTGGCAGAATAAA  
isoti  TCAGGaCTGCTTTGCGTTGGTGAGGAGgATGGGGAACGCGGGcGTTCTCACcGGGGACGTGGTCTGAGGGCAGTCGGGATTTTTTGAGTGGCAGAATAAA  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  




Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~NNTGGGGAACGCGGGCGTTCtCCCCGGGGATGTGGTCTGAGgGCAGTGGGGATTTTCTGAGT~GCAGAATCAA  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~CGGGTTTTTTGAGTGGCAGAATAAA  
Sec 1  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TCGGGANTTTTTGAGTGGCANAATAAA  
Sec 2  TCAGGNCTGCTTTGCGTTGGTGAGGAGGATGGGGAACGCGGGAGTTCTCACCGGGGACGTGGTCTGAGGGCAGTCGGGATTTTTTGAGTGGCAGAATAAA  
 
               1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080      1090      1100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ATGAAAATCATCCTTAGAGAGCGAAATGTATGACCATAATTACGGAGTGTCAAATGGATGTGATAGGAGGTGCTAGTGATTGTTTAGAACAGACTCGTCA  
gi|75  GCTGAGAGCAACGCGAAAAGCGAGATCGAAGGAGAAGTGCGTGAGGCGCGGAGTGAACAATTAATCAAGTACATTGAATTATCAGTGGTGTCTATTCAAT  
isoti  CATCAGCGAACGTCGAAGTGCTCAAGTGATGAATGAAGTACAATTACCAGTGATACTAATCGTGATATCCAAAGtCcGATGAAATTACAAATTATAGTAA  
isoti  CATCAGCGAACGTCGAAGTGCTCAAGTGATGAATGAAGTACAATTACCAGTGATACTAATCGTGATATCCAAAGtCcGATGAAATTACAAATTATAGTAA  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  CGACAGCGAACGCTGCAGTGCGCAAGTGATTGATGCCGTACAATTACCAGTGATACTAATCGTGATATCCAAAGTCCGATGAAATTAC~~~TTATAGAGA  
Sec 2  CATCAGCGAACGTCGAAGTGCTCAAGTGATGAATGAAGTACAATTACCAGTGATACTAATCGTGATATCCAAAGNCCGATGAAATTACAAATTATAGNAA  
Sec 1  CATCANCGAACGTCNAAGTGCTCAAGTGATGAATGAAGTNCNNTTACNNNTGATACTANTCGTGATNTCNNNAGNCCGATGAAATTACAAATTATAGTAN  
Sec 2  CATCAGCGAACGTCGAAGTGCTCAAGTGATGAATGAAGTACAATTACCAGTGATACTAATCGTGATATCCAAAGNCCGATGAAATTACAAATTATAGTAA  
 
               1110      1120      1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      1200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  GTAAATAAACAATTAAATGATTTTAAGTGTTGAACATTAAATATGAATAACGATAACGAAGATTCATCAACACCGACTGAAGTTAAGTCAACGGTAGCTG  
gi|75  AAACTAGTCTCGTTAATCAGTTGGAGTGTTAAAAAAATTAAAATGAATCAAGATAAGGAGGCAGTAGTGGCTGGTGCTGAGAGTAAATCGGTTGTTATGA  
isoti  ATTCTAAACAACAGTGATCAGAACATTGACAAAATGAACTCGTtGAACTtGTCTCG~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TTAACAAATACAA  
isoti  ATTCTAAACAACAGTGATCAGAACATTGACAAAATGAATGTGGATAACGAGACAAGTTCAACGAGTTCGGACTCTAAAACGGTCACcTTAACAAATACAA  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  ATTcacAACAACAGTGATCAGaacatTGACAAcgtgAaTgTGTATAACGaGACAAGTTCAACgNgTTCGgAcccTaAaaCGGtcgccTTatCAAATACaa  
Sec 2  ATTCTAAACAACAGTGATCAGAACATTGACAAAATGAATGTGGATAACGAGACAAGTTCAACGAGTTCGGACTCTAAAACGGTCACCTTAACAAATACAA  
Sec 1  ATTCNAAACNACAGTGATCANAACATTGACAAAATGAATGTGGATAACNAGACNAGTTCAACGAGTTCGGACTCTAAAACGGTCACCTTAACAAATACAA  
Sec 2  ATTCTAAACAACAGTGATCAGAACATTGACAAAATGAATGTGGATAACGAGACAAGTTCAACGAGTTCGGACTCTAAAACGGTCACCTTAACAAATACAA  
 




       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  TAAATATAGGGTTAAATCCAAGAACTCCGCCAAATTGTGCACGGTGTCGTAACCATCGTTTAAAAATAGCTCTCAAGGGCCATAAAAGATACTGCAAGTA  
gi|75  AAAGTGCTGTGGTGATACCACGTACACCACCAAATTGTGCGCGTTGTCGTAATCATCGGTTGAAACAAGCCGTCAAGGGACACAAGAGATTTTGCCGATA  
isoti  GCGTTGTACGTCGTGCACCACCACAATGTGCACGCTGCCGTATTCATGGATTGAAAATGGTCCTCAAGTCCCACAAAAGATATTGCAAATACAGATACTG  
isoti  GCGTTGTACGTCGTGCACCACCACAATGTGCACGCTGCCGTATTCATGGATTGAAAATGGTCCTCAAGTCCCACAAAAGATATTGCAAATACAGATACTG  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  GcgTtgTccgTCgTGcAccaCCgcAatgTGcAcGCtgCcGTAttcAtggatTgaaaAtGgtCctcatgtccgaCaaaagatattgcaaatacagatactG  
Sec 2  GCGTTGTACGTCGTGCACCACCACAATGTGCACGCTGCCGTATTCATGGATTGAAAATGGTCCTCAAGTCCCACAAAAGATATTGCAAATACAGATACTG  
Sec 1  GCGTTGTACGTCGTGCACCACCACAATGTGCACGCTGCCGTATTCATGGATTGAAAATGGTCCTCAAGTCCCACAAAAGATATTGCAAATACAGATACTG  
Sec 2  GCGTTGTACGTCGTGCACCACCACAATGTGCACGCTGCCGTATTCATGGATTGAAAATGGTCCTCAAGTCCCACAAAAGATATTGCAAATACAGATACTG  
 
               1310      1320      1330      1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  TCGAAACTGTAATTGTGAGAAGTGTATTCTTACTAAAGATCGTCAAAGAGTTATGGCCTTACAAACTGCGCTCAGGAGAGCTCAGGATCAAGATACGACA  
gi|75  CCGATCGTGTACATGTGACAAGTGTATCCTTACCAAGGATCGACAGAGGGTGATGGCGAAACAGACAGCCCTAAGGAGGGCACAGGATCAGGATGCAAC~  
isoti  CAGATGTGAGAAGTGTATTCTTATCAAaGAGCGACAGAGGGTGATGGCATTGCAAACGGCGTTGAAGAGAGC                              
isoti  CAGATGTGAGAAGTGTATTCTTATCAAaGAGCGACAGAGGGTGATGGCATTGCAAACGGCGTTGAAGAGAGC~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
isoti  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  cagcTgtgagaagTGtattCtTAtcacaGAgCgAcagagggtGAtggcaTtgcacACggCgttgaAGAGaGCAAGGAgaGCGCAGGAtCAGGAtGCAAcA  
Sec 2  CAGATGTGAGAAGTGTATTCTTATCAAAGAGCGACAGAGGGTGATGGCATTGCAAACGGCGTTGAAGAGAGCACAGGATC~~~AGGATCAGGATGCAACA  
Sec 1  CAGATGTGAGAAGTGTATTCTTATCAAAGAGCGACAGAGGGTGATGGCATTGCAAACGGC                                          
Sec 2  CAGATGTGAGAAGTGTATTCTTATCAAAGAGCGACAGAGGGTGATGGCATTG                                                  
 
               1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      1480      1490      1500         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  AGAGTTCGAAG~~GCC~~~AGAGGAGGTGGAACCACGACCATTAACTTTAGACAGAGAAAGGCTAACG~~~TCGGCATCCCAACCAACGCGCAGTTTGGA  
gi|75  ~GAGGCCGCTGCAGCCTGGAGAGCAGATCAGAGCACTACCCATAGCCCTGGATGGGGA~~~GCTTCCGATATCCGTGCCACAGCCTGCCCGTAGCCTAGA  
isoti                                                                                                        
isoti  ~~~~                                                                                                  
isoti  ~~~~~~~~~gccacgaagacaacatgaggtggaaccacaaccaatgaatctgaatattgacaga~ccgatgtcagtaccacagccagctcgtagtctaga  




Sec 2  ~~~~~~~~TGCCACGAAGACAACATGAGGTGGAACCACAACCACAGAATCTGAATATTGAATCC~CCGATGTCAGTACCACAGCCAGCTCGTAGCCTAGA  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  aGAGcaCGttCCAgacGagaacgagGGgGTGaaccAcaaccaatgaatctGAACATTtAcAgAg~CCGaTGgCcGtACCAccGCCggCTCGtAGTCTaga  
Sec 2  AGAGCACGTTCCAGGCGAGAACGAGGGGGTGAACCACAACCAATGAATCTGAACATTGACCACN~CCGATGGCCGTACCACCGCCGGCTCGTAGTCTAGA  
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               1510      1520      1530      1540      1550      1560      1570      1580      1590      1600         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  GGGTAGTTGTGA~~~~~~~~~~~~CAGCAGTAGTGGAGATTCACCGATAAGTAATCACGGTGGTTCGGGTGTACA~~~~~~CATCGTTAGTGTTC~~CCA  
gi|75  AAATAGCTGTGA~~~~~~~~~~~~CAGTATCAGTGCGGATTCACCCTTCAGTAATCAAGGTAGCACGGGTCCTCATAGTGGCATTTTCACTATTCCACCA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti  gaatagctgtgctgattctggatgcagcagcagtgccgattcgccattcagcaatcacggcggcacaggttcacacactggtattttcacagttccatca  
Sec 2  ~~~~AGCTGTGCTGATTCNGGATGCAGCANCAGTGCCGATTCGCCATTNANCAATCANGGCGGCACAGGTTCACACACTGGTATTTTCACAGTTCCATCA  
Sec 2  GAATAGCTGTGCTGATTCTGGATGCAGCAGTAGTGCCGATTCGCGATTCAGCAATCACGGAGGCACAGGTTGACACACTGGAATT~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~  
Sec 1  GAATAGCTGTGCTGATTCtcgATGCAGCAGcAGTGCCGATTCGACANNCAGCAATCaCGGCGGCACAGgtTCACACACTGGTaTTTTCACtTtTCCATCA  
Sec 2  GAATAGCTGTGCTGATTCTCGA~~~~~~~AGCAGCC~ATT~~~~~~~~CANCAATCANGGCGGCNCAGGTTCACACACTGGTATTTTCACNNTTCCATCA  
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               1610      1620      1630      1640      1650      1660      1670      1680      1690      1700         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ACCTACAGAAACTATCACCAACTTTAAACACTCATTCATCGTCAACAACGCAAATGTCCGAACCCGAGAGTTGTGA~~~AAATGTTGAAGTACTATTGGA  
gi|75  TCCTGC~~AAACTACCACCGTCCTTCAGCAGTCACTCGACTTCGGATACACAATTATCTGAGCCGAGGAGTTGTGAGTCAAGTGATGACATGTTGCTGGA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti  tcaagc~~aaactaccgcagtcccacaacatccactcgtcgtcggctacagaattgccagaac~~~gaaattgtgaaa~acgtg~~gaagtcctgttgga  
Sec 2  TCAAGC~~AAACTACCGCANTCCCACNACATCCACTCGTCNTCNGCTACAGAATTGCCAGAAC~~~GAAATTGTGAAA~ACGTG~~NAANTCCTGTTGGA  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TCCTGTTGAA  
Sec 2  ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~AATTGCCAGAAC~~~GAAATTGTGAAA~ACGTG~~AAAGTA~~GTTGGA  
Sec 1  TCAAGC~~AAccTACCGCggTCCCaaaaCaccgAcTCGTCGTCgGcTAcAAaATTGCcAGAAc~~~~~~attttGAAACACgtgATGaaGTCCTgTTGGg  
Sec 2  TCAAGC~~AAACTACC                                                                                      
Sec 1                                                                                                        





               1710      1720      1730      1740      1750      1760      1770      1780      1790      1800         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ATGTAGTACAAAACTCCTCGAACGATTTTGGTATTCGTGGGATATGTTGCCTTTAATGTATGTAATATTAAAAGATGCAAGAGCAGACATTGAAGAAGCA  
gi|75  GTACAGTGCTAAATTGCTCGACCAATTTTGGTATACGTCGGAAATATTACCGCTTATGTACGTCATACTAAAAGACGCTAAGTCAGATCTCGACGAAGCG  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti  gtacagtgtcaagttactcgagcaattttggtattcatgggacatattaccgctgatgtacgtcatactcaaggatgccaaggcagatatcgacgaagct  
Sec 2  GTACAGTGTCAAGTTACTCGAGCAATTTTGGTATTCATGGGACATATTACCGCTGATGTACGTCATACTCAAGGATGCCAAGGCAGATATCGACGAAGCT  
Sec 2  GTACAGTGTCAAGTTACT~GAGCAATTTTGGTATTCATGGGACATATTACCGCTGATGTACGTCATACTCAAGGATGCCAAGGCAGATATCGACGAAGCT  
Sec 2  GTAC~GTGTCAAGTTACTCGAGCAATTTTGGTATTCATGGGACATATTACCGCTGATGTACGTCATACTCAAGGATGCCAAGGCAGAAcACTAGACTCCT  
Sec 1  GaAcaggAtNNNNNNNNNN                                                                                   
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               1810      1820      1830      1840      1850      1860      1870      1880      1890      1900         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ACAAGACGTATAGCAGAAGCTAACAGTGAAATTCGAGCCGTGGCGTTTTGGAAAGCGAGACGAATGCTGCAAGACAACGGAGGAGTTTACTACAATGATT  
gi|75  AGGAGACGCATAGCCGAAGGCATTACTGAGATACGTTCCATATTTGTGAGGAAGGCCAGAACAATGATGGGTGTTACTAGTGATGTTTACTACAATGAAC  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti  cgaagacgcattgcacaagca~gtaacgacatacgtgctgttgctgtgatgaaggccacaagaatgatgac                               
Sec 2  CGAAGACGCATTGCACAAGCTAGTAACGACATACGTGCTGTTGCTgtgatGA~GGCCAA                                           
Sec 2  CGAAGACGCATTGCACAAGCTAGTAACGACTTACGTGCTGTTGCTGTGATGAAGGCCACAAGAATATANAACTTCCNTTTTGCCAAAAACATCTTTGTTA  
Sec 2  GGAAaaaaaCaTcCACAAg~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~TGTGAAA~~~~CCACAACCGTCGTGACAcacaccaagagtggtggagaCaagNN    
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               1910      1920      1930      1940      1950      1960      1970      1980      1990      2000         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  GGTACCCTGGCGCCAATAATATTGTGACGCCAACGTATCTTGGTCACCCACCATACATGGGAGGAGGAATAGCACCATCGCATACATCTGTACATGTTGG  
gi|75  GGTACACCGCAACAGCTGGAAGTGCTGGACCCACCTACATTGGTCAACCACCGTACATTGGCAGTGTCATGCATCCTCCTCTGCACTTAGGAATTCCTCA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        




Sec 2                                                                                                        
Sec 2  ATGATTCCGTGCCATCAAGTGTTCTGCTCACAATTTTGATATTTTCACTGCTGAATTCTCAGTGCCTACATTTGTTCCCAATATTTGTGTANAGTAATTT  
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2010      2020      2030      2040      2050      2060      2070      2080      2090      2100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ACCTCTTCCCCATTTATTAAATGCTCAAGTGCTTGCGAGTAGGATACCCTCGAGTCCGGACAGCCCTCCTGAGGGGTCACCTACGTAGTTCAGATTATCC  
gi|75  CTTAGTAAATGCCCATCTATTCACTGCTGGAGTACCATCGAGTCCACCCAGAGGACCCACCATCTAGTCCAGATTACCGTGAAGTCAATCAAAAAAGCTC  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2  CNCATTATTTTCTTCGTGGANNGNTACNATGANGCNNNNATGAGGAGTGACNTCAATGAAGATGATCGATCANTGGAGATGATGCAACGCCTGCNAGATG  
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2110      2120      2130      2140      2150      2160      2170      2180      2190      2200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  TGAAACCAATAGAAAGTGCTCAATAATAACAGTCACAGGTTGAGTCTAATTCAATTATTTAACATCTGCGTAACCAATTGAACCAATCAACACATCTAGC  
gi|75  GTAAGAGAGGTCAGAGGCTGAGTTCTACGGAAAAGGAAAAATAAAAATTACGGTGACTTGAGCAATCAAACGAGGTGCATAATGAATAGTTGGAGGTTTT  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2  ATGACTGCTCANAAGATTTTCTCCTCGNTGTTTTTCGGGACAACTTGTTCCTAGTCTATTGACGTTTATTTGATAGTATCTATCGGTTGTAGTTGAAAAT  
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        





               2210      2220      2230      2240      2250      2260      2270      2280      2290      2300         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  TGTATAATTTTTGGTGAATAGTGTTCTGAGAATTTGAACGAATTTTGTTTATATTTTAGTTATTTATTTAATTTGTTATACTTGCGTCGTAGAGGTAACA  
gi|75  TTCTTTTTATTATTATTCCAATCGCAAATCGTTTGCACTCCACCAGTACAGAGGAATAGTAGAAGGAAAAAAAAAATGAGGTTGGACACACGTGTTACGA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2  TATTGCGANTCATGAACGTTCCACTATGAANATTTCAGTGTACCAGTGGCCTAAGTCGGGGTAAATGTTAAGAAGATTGGGGAGGACAATAAGCTAGTAN  
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2310      2320      2330      2340      2350      2360      2370      2380      2390      2400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  AAAAGTTTTTAAACTGAAATATGATTAACATTAATAACGATAATGAAAATATAAAATTTTTGTTTATAAAAGTAGTCAAAAATGTAGATAATGAGAATGA  
gi|75  CTTTCGGTGTAAATTAAATGCAATAATAAAAATGGTAATAGTGGAATTTTTTATCAACAATGGGACATTTCCAAAGTCACAAAACTTATCTTCTCTCTTT  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2  CGANATACNTGCNG                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2410      2420      2430      2440      2450      2460      2470      2480      2490      2500         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  AATATTTATAATTTTTATTATCGCTAATTAAGAGACAAATAAGGAAAAAAGTCATTTGATAGTGAGAAGAACTGTAAGGGGACCAATATCTTCAAGAACT  
gi|75  TTTTATCATTTTTTTCTCTTCCGTTGTGATATTCAGAGGAGAATATTCTATTCAAAGTACTGTATCTAGTTAACCATTCTTATTTGATCATCATCGGCCA  
isoti                                                                                                        




isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2510      2520      2530      2540      2550      2560      2570      2580      2590      2600         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  AGTGAAAATTAAGTTAAAAAATTTATATTATAAATATTTGTAACAGCTTCAAATTTCCGTCACAGGTAATAGTTTAAAAACTATGATTTTATTCCCCTTC  
gi|75  TCATCGAATGATGATTATTGATAACGTGGTGTATTAAACATGATTATAAGTTATGTCACAGTTTTGACGTATGTACAGATATATGAGTTGGTTTATTGAA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2610      2620      2630      2640      2650      2660      2670      2680      2690      2700         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66  ATCATTAAGATATACTCTATCTTATTTTTTTTTATTGCAA                                                              
gi|75  AAAATTCTCCCAACATTTTTTCATTGACAGAGTTTAGGAAAATGTTCAGTTACTCCCCTTTATATTTTCACTGTTATTGTTTTTTCAAGGGACAACATTT  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        




Sec 2                                                                                                        
 
               2710      2720      2730      2740      2750      2760      2770      2780      2790      2800         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  TATTGTTCATTGGGCTCAACGTATTCTCATCGGAAATTGTCATGTTCTCGCACCCTACGGATTCAATAAGATCCTATATTTTTCCTAAAGAAAGAAAATT  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2810      2820      2830      2840      2850      2860      2870      2880      2890      2900         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  CATGTGTAATCTCAACCTGTTTCAATGTATAACTAACAGACTGTATTGCAATAATCGCAATAGCGATTATCAATCTGTCTCTGAGAGTAGATTAAAATGC  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               2910      2920      2930      2940      2950      2960      2970      2980      2990      3000         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  ATTGCAGCTGTGAAAATGAGCCAGTAATGAATGTCGAGTACGGGTTTCTATCATTAAAATGACCGCAGTTGTTCTCATTACCTTATTGAAATTCTTCTAA  




isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               3010      3020      3030      3040      3050      3060      3070      3080      3090      3100         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  TTGTTTCCGTAGCTGAATAACGATAAGTGTCTCAGCTCCACTAGATCGTGAAATGTTGGCATTATGCACATTAGTTATAAATTCGAAATGTGTAGCACTT  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               3110      3120      3130      3140      3150      3160      3170      3180      3190      3200         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  TGCAACGTGTCATGGTCGTCGACGCTGTAAAAATCCGAGGACAATTGATTATCACTTTTTCTCCAATAATTTCTTCTATTTAGTAACTTGTAGTTAGTTA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        




Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               3210      3220      3230      3240      3250      3260      3270      3280      3290      3300         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  GGATATGAAGTATAAAATGCGGTCTATCAATATGAGTATAAAAAGAAATAATAATGAGGCAGGATTGTTGCATGATTTTTTGTTCTATTCTTAACAGGGA  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               3310      3320      3330      3340      3350      3360      3370      3380      3390      3400         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  AGTTGCATTCTACTTTAGCAATTGTTCCGAAGTTTTTTCATACACCTCCAGACAGAATAAATAATGCAAGTTCTTTGTGACGAATAAAAAAAAATGTCTG  
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               3410      3420      3430      3440      3450      3460      3470      3480      3490      3500         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        




isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
isoti                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
Sec 1                                                                                                        
Sec 2                                                                                                        
 
               3510      3520      3530      3540      3550      3560      3570      3580      3590      3600         
       ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
gi|66                                                                                                        
gi|75  GAAATTGTCAAAAAAGTCCAGTTAGAATTAAATAATAAGAAAAACCATGTTGAACCCATAATCCTTAAACGCTGTAGGGCCATAAAGCTTGGAATCAAAA  
isoti                                                                                                        
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- Anáisis estádistico para perfiles de expresión a lo largo del 
desarrollo (Statistica®) 
- Feminizer 
Variante 1: Isotigs 06880/06880b 
ANOVA de 2 factores: Estadio del desarrollo y condición (virgen: muestra compuesta por 
machos; control: muestra compuesta por machos y hembras.  
  Univariate Tests of Significance for NRQ Variante 1  
Efecto Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Libertad 
Intercepto 8452,86 1 8452,859 627,4985 0 
Estadio 26646,61 4 6661,653 494,5282 0 
Condición 4879,65 1 4879,655 362,2415 0 
Estadio*Condición 16881,02 4 4220,256 313,291 0 
Error 269,41 20 13,471   
 
Las interacciones entre factores son significativas, por lo que se procede a analizar los factores 
por separado. 
ANOVA de un factor: Estadio del desarrollo 
  Univariate Tests of Significance for NRQ  
Efecto Sigma-restricted parameterization; Effective hypothesis 
decomposition   
  
SS Grados de  Libertad MS F p   
Intercepto 8452,86 1 8452,859 9,5924 0,004775 
Estadio 26646,61 4 6661,653 7,559719 0,00039 
Error 22030,09 25 881,204     
 
La variación observada entre muestras puede atribuirse fundamentalmente al estadio del 
desarrollo. Para poder conocer qué estadios son los responsables de estas diferencias se llevó 
a cabo el Test de Bonferroni. 
Bonferroni test; variable NRQ Variante 1 
Probabilities for Post Hoc Tests 





Huevo Larva 1 Larva 3 Pupa Adulto 
76,3 4,3113 0,03783 0,1855 3,094 
Huevo   0,002957 0,001551 0,001586 0,002461 
Larva 1 0,002957   1 1 1 
Larva 3 0,001551 1   1 1 
Pupa 0,001586 1 1   1 
Adulto 0,002461 1 1 1   
 
ANOVA de un factor: Condición 
- Análisis conjunto de estadios 
  Univariate Tests of Significance for NRQ Variante 1 
Efecto Sigma-restricted parameterization 
  Effective hypothesis decomposition 
  
SS 
Grados de  
MS F p   Libertad 
Intercept 8452,86 1 8452,859 5,404018 0,027565 
Condición 4879,65 1 4879,655 3,119624 0,088257 
Error 43797,05 28 1564,18     
 
Al analizar en conjunto el resultado es marginalmente significativo. Se procede a analizar para 
cada estadio la diferencia en el factor condición 
- Huevos 
  Univariate Tests of Significance for Var3 (Spreadsheet71) 
Efecto Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Libertad 
Intercept 34930,29 1 34930,29 530,9913 0,000021 
Condición 21703,2 1 21703,2 329,9203 0,000054 
Error 263,13 4 65,78     
 
- Larva 1 
  Univariate Tests of Significance for NRQ Variante 1 
Effect Sigma-restricted parameterization 
  Effective hypothesis decomposition 
  
SS 
Grados de  
MS F p 
  Libertad 




Condición 54,9885 1 54,9885 63,9182 0,001327 
Error 3,4412 4 0,8603     
 
- Larva 3 
  Univariate Tests of Significance forNRQ Variante 1 
Efecto Sigma-restricted parameterization 
  Effective hypothesis decomposition 
  
SS 
Grados de  
MS F p   Libertad 
Intercepto 0,008588 1 0,008588 158,5508 0,000229 
Condición 0,006468 1 0,006468 119,4123 0,000398 
Error 0,000217 4 0,000054     
 
- Pupa 
  Univariate Tests of Significance forNRQ Variante 1 
Efecto Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Libertad 
Intercepto 2600,46 1 2600,46 550,7228 0,00002 
Condición 205,253 1 205,253 43,4683 0,002741 
Error 18,888 4 4,722     
 
- Adulto 
  Univariate Tests of Significance for NRQ Variante 1 
Efecto Sigma-restricted parameterization 
  Effective hypothesis decomposition 
  
SS Grados de Libertad MS F p   
Intercepto 0,294817 1 0,294817 166,3125 0,000208 
Condición 0,032561 1 0,032561 18,3682 0,012789 
Error 0,007091 4 0,001773     
 
Variante 2: Isotigs 07202/06260 
ANOVA de 2 factores: Estadio del desarrollo y condición (virgen: muestra compuesta por 
machos; control: muestra compuesta por machos y hembras.  




Effective hypothesis decomposition 
SS 
Grados de 
Libertad SC (MS) F P  
Intercepto 815,251 1 815,2506 499,0307 0,000000 
Estadio 1904,659 4 476,1648 291,4697 0,000000 
Condición 27,681 1 27,6806 16,9439 0,000536 
Estadio*Condición 188,032 4 47,0081 28,7746 0,000000 
Error 32,673 20 1,6337     
 
Las interacciones entre factores son significativas, por lo que se procede a analizar los factores 
por separado. 
ANOVA de un factor: Estadio del desarrollo 
  Univariate Tests of Significance for NRQ (anova 2 factores fem 1) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 815,251 1 815,2506 82,05466 0 
Estadio 1904,659 4 476,1648 47,9258 0 
Error 248,386 25 9,9355     
 
La variación observada entre muestras puede atribuirse fundamentalmente al estadio del 
desarrollo. Para poder conocer qué estadios son los responsables de estas diferencias se llevó 
a cabo el Test de Bonferroni. 
Bonferroni test; variable NRQ (anova 2 factores fem 1) 
Probabilities for Post Hoc Tests 
Error: Between MSE = 9,9355, df = 25,000 
Estadio 
Huevo Larvas 1 Larvas 3 Pupa 5 
0,32833 0,25967 4,4367 20,819 0,22167 
Huevo   1 0,329598 0 1 
Larva 1 1   0,30384 0 1 
Larva 3 0,329598 0,30384   0 0,290387 
Pupa 0 0 0   0 
Adulto 1 1 0,290387 0   
 
ANOVA de un factor: Condición 
  Univariate Tests of Significance for NRQ (anova 2 factores fem 1) 








MS F p 
  Freedom 
Intercept 815,251 1 815,2506 10,74028 0,002798 
Condicion 27,681 1 27,6806 0,36467 0,550785 
Error 2125,365 28 75,9059     
 
En este caso al analizar todos los estadios en conjunto el resultado es marginalmente 
significativo.  Se procede a analizar para cada estadio la diferencia en el factor condición 
- Huevos 
  Univariate Tests of Significance for NRQ (Spreadsheet37) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p 
  Freedom 
Intercept 0,646817 1 0,646817 317,2744 0,000058 
Condicion 0,008513 1 0,008513 4,1756 0,110512 
Error 0,008155 4 0,002039     
 
- Larvas 1 
  Univariate Tests of Significance for NRQ (Spreadsheet37) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 0,404561 1 0,404561 106,1932 0,0005 
Condicion 0,138017 1 0,138017 36,228 0,003838 
Error 0,015239 4 0,00381     
 
- Larvas 3 
  Univariate Tests of Significance for NRQ (Spreadsheet37) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 118,1041 1 118,1041 34,34438 0,004232 
Condicion 10,2809 1 10,2809 2,98966 0,158857 






  Univariate Tests of Significance for NRQ (Spreadsheet37) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 2600,46 1 2600,46 550,7228 0,00002 
Condicion 205,253 1 205,253 43,4683 0,002741 
Error 18,888 4 4,722     
 
- Adulto 
  Univariate Tests of Significance for NRQ (Spreadsheet37) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 0,294817 1 0,294817 166,3125 0,000208 
Condicion 0,032561 1 0,032561 18,3682 0,012789 
Error 0,007091 4 0,001773     
 
- Doublesex 
ANOVA de 2 factores: Estadio del desarrollo y condición (virgen: muestra compuesta por 
machos; control: muestra compuesta por machos y hembras.  
  Univariate Tests of Significance for dsx NRQ (Spreadsheet2) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p 
  Freedom 
Intercept 5124,93 1 5124,93 923,5713 0 
Estadio 12753,62 4 3188,405 574,5872 0 
Condición 539,61 1 539,608 97,2435 0 
Estadio*Condición 2262,52 4 565,63 101,933 0 
Error 110,98 20 5,549     
 
Las interacciones entre factores son significativas, por lo que se procede a analizar los factores 
por separado. 




  Univariate Tests of Significance for dsx NRQ (Spreadsheet2) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 5124,93 1 5124,93 43,98163 0,000001 
Estadio 12753,62 4 3188,405 27,36257 0 
Error 2913,11 25 116,524     
 
La variación observada entre muestras puede atribuirse fundamentalmente al estadio del 
desarrollo. Para poder conocer qué estadios son los responsables de estas diferencias se llevó 
a cabo el Test de Bonferroni. 
Bonferroni test; variable dsx NRQ (Spreadsheet2) 
Probabilities for Post Hoc Tests 
Error: Between MS = 116,52, df = 25,000 
Estadio 
1 2 3 4 5 
0,06983 0,05367 8,2022 53,875 3,1502 
Huevo   1 1 0 1 
Larva 1 1   1 0 1 
Larva 3 1 1   0,000001 1 
Pupa 0 0 0,000001   0 
Adulto 1 1 1 0   
 
ANOVA de un factor: Condición 
  Univariate Tests of Significance for dsx NRQ (Spreadsheet2) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 5124,93 1 5124,93 9,486144 0,004605 
Condición 539,61 1 539,608 0,998803 0,326159 
Error 15127,12 28 540,254     
 
En este caso al analizar todos los estadios en conjunto el resultado no es significativo.  Se 
procede a analizar para cada estadio la diferencia en el factor condición 
- Huevos 
  Univariate Tests of Significance for Var3 (Spreadsheet71) 








MS F p 
  Freedom 
Intercept 0,02926 1 0,02926 89,16252 0,000701 
"Var2" 0,000048 1 0,000048 0,14678 0,721126 
Error 0,001313 4 0,000328     
 
- Larva 1 
  Univariate Tests of Significance for Var3 (Spreadsheet71) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 0,017281 1 0,017281 39,21483 0,003317 
"Var2" 0,001121 1 0,001121 2,54312 0,186004 
Error 0,001763 4 0,000441     
 
- Larva 3 
  Univariate Tests of Significance for Var3 (Spreadsheet71) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 403,6532 1 403,6532 57,06276 0,001646 
"Var2" 57,2701 1 57,2701 8,09603 0,046614 
Error 28,2954 4 7,0738     
 
- Pupa 
  Univariate Tests of Significance for Var3 (Spreadsheet71) 
Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 17415,31 1 17415,31 843,6597 0,000008 
"Var2" 2689,44 1 2689,44 130,2859 0,000336 
Error 82,57 4 20,64     
 
- Adulto 




Effect Sigma-restricted parameterization 




MS F p   Freedom 
Intercept 59,5413 1 59,5413 2127,488 0,000001 
"Var2" 55,4192 1 55,4192 1980,2 0,000002 
Error 0,11195 4 0,02799     
 
- Buffer  TBE 
 
- Geles agarosa 
0,8%: se pesaron 0,7g de agarosa y se disolvieron en 60 ml de buffer TBE calentando en  
microondas hasta observar la solución completamente translúcida.
1%: se pesaron 0,9g de agarosa y se disolvieron en 60 ml de buffer TBE calentando en  
microondas hasta observar la solución completamente translúcida.
1,5%:   se pesaron 1,2g de agarosa y se disolvieron en 60 ml de buffer TBE calentando en  
microondas hasta observar la solución completamente translúcida. 
 
Reactivo Masa (g) para un litro Concentración final 
Tris base 121, 1 1M 
Ácido Bórico 61,8 1M 
EDTA (Etilendiamina disódica) 7,4 0.02M 
Llevar a volúmen final 100 ml con agua bidestilada libre de nucleasas. Para utilizar diluir a 
volumen final 1 litro.  
